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Souhrn

Mykoplazmy jsou nejmensi prokaryotické buriky, které jsou schopny infikovat témér
vSechny bunééné linie. Mykoplazmové infekce vedou K celé fadé zmén v buné&énych liniich
a predstavuji tak hlavni problém v technice buné¢nych kultur. K detekci rané faze infekce, kdy je
kontaminace mykoplazmy velmi nizka nebo za situace, kdy je potlacen rist mykoplazmy
(oSetfeni buné¢nych kultur antibiotiky) je vyZadovana vysoka citlivost detek¢nich metod. PCR
patii mezi bézné pouzivané molekularné biologické metody k detekci mykoplazmové infekce
buné¢nych kultur. Metoda PCR je pomérné nakladna a vyzaduje naro¢né piistrojové vybaveni,
a proto neni vhodna pro analyzu v terénu. V posledni dobé dochazi k rozvoji izotermalnich
amplifikacnich technik, které maji oproti PCR fadu vyhod. Jednou ztéchto metod je
Rekombinazova polymerazova reakce, RPA, ktera se diky vysoké specificité a rychlosti pouziva
k identifikaci nejrizné&jsich patogend.

Cilem teoretické Casti této diplomové prace bylo za pouziti uvedené literatury popsat
charakteristiku mykoplazmy, shrnout vybrané metody detekce mykoplazmy v bunéénych
kulturach, popsat princip metody RPA, jeji vyhody/nevyhody ve srovnani s metodou PCR a jeji
pouziti.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace byl vyvoj a validace typiza¢ni soupravy
TwistAmp® exo k detekci mykoplazmy pomoci RPA.

Bylo zjisténo, Ze detekéni limit metody RPA je stejny jako v ptipadé metody real-time
PCR, tj. 60 molekul syntetického standardu M. arginini na 1 ul. Na zakladé vysledka této prace

ma metoda RPA vysoky potencial k tomu, stat se alternativou metody real-time PCR k detekci



mykoplazmové infekce v bunéénych linii, i pies svoji odliSnou dynamiku. Pro ziskani CE-1VD

znaCky bude potieba provést jesté nekolik testti k dokonceni validace této typizacni soupravy.
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Summary

Mycoplasmas are the smallest prokaryotic cells which are able to infect almost all
of the cell lines. Mycoplasma infections lead to the various changes of cell lines and they represent
the main issue in the cell culture techniques. For a detection of the early phase of infection when
the contamination of mycoplasma is very low or in a situation when the growth of the mycoplasma
is repressed (antibiotic treatment of cell cultures), the high-sensitivity detection methods are
required. PCR is one of the commonly used molecular biology methods for a detection
of mycoplasma infection of cell cultures. PCR method is relatively expensive and requires
demanding instrument, therefore it is not suitable for a field analysis. Recently we can observe
the development of the isothermal amplification technologies which have, in comparison with
PCR, many benefits. One of these methods is a Recombinase polymerase reaction, RPA, which
is used for an identification of various pathogens thanks to the high specificity and speed.

The aim of the theoretical part of this diploma thesis was to describe the characteristics
of mycoplasma, to summarize the selected methods of mycoplasma detection in cell cultures, to
describe the principle of the RPA method, its advantages and disadvantages in comparison with
PCR method and its application, using the listed literature.

The aim of the experimental part of the diploma thesis was to develop and validate the
typing kits TwistAmp® exo for a detection of mycoplasma using RPA.

It was ascertained that a detection limit of RPA method is the same as real-time PCR
method, i.e. 60 molecules of M. arginini synthetic standard per 1 ul. Based on the results of this
thesis, the RPA method has a huge potential to become an alternative to the real-time PCR method

for a detection of mycoplasma infection in cell lines, despite the different dynamics.



For the acquisition of the CE-IVD certification it will be necessary to execute a few more field

test to complete the validation of these typing Kits.
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1 Uvod

Mykoplazmy patfi mezi nejmensi prokaryotni organismy, které se tadi do tiidy
Mollicutes. Mezi typické vlastnosti téchto bakterii patii neschopnost vytvaret peptidoglykan
a dalsi prvky bunééné stény. Tyto organismy jsou schopné ristu na umélych kultiva¢nich padach,
které jsou obohaceny o prekurzory nukleovych kyselin a steroly. Mykoplazmy jsou soucasti
bézné mikroflory a nékteré druhy jsou vyznamnymi patogeny sliznice respiraéniho
a urogenitalniho traktu.

Technika buné¢nych kultur nachazi Siroké uplatnéni v mikrobiologii, cytogenetice,
imunologii a ve vyzkumu. Hlavnim problémem v technice buné¢nych kultur je kontaminace
mykoplazmou, ktera vede ke vzniku celé fady zmén v bunécnych kulturdch. Mykoplazmova
kontaminace méni reakci bunék na testovana potencialni 1é¢iva, ale nezpusobuje vyrazné zmény
vV buné¢né morfologii, neméni vlastnosti médii a ve velmi rané fazi infekce dosahuje nizké
urovné. Z tohoto diivodu byvaji mykoplazmy v bunéénych liniich obtizné detekovatelné.

K detekci mykoplazmy v bunéénych kulturach se jesté pied nastupem metody PCR hojné
pouzivaly techniky zalozené na nepfimém barveni a mikrobidlni kultivaci, které maji fadu
nevyhod. PCR je stale bézné¢ pouzivanou molekularné biologickou metodou pro amplifikaci
nukleovych kyselin, ktera vyzaduje naro¢né pristroje vybaveni a je pomérné nakladna. V posledni
dobé dochazi krozvoji izotermalnich amplifikaénich technik, které nevyzaduji naro¢né
pristrojové vybaveni a 1ze je tedy pouZit pro vySetieni pfimo u pacienta (POC). Jednou z takovych
metod je RPA, ktera je diky své rychlosti, specificité a cenové dostupnosti pouziva k identifikaci

patogent.



2 Cile prace

1. Vypracovat literarni reSer§i o metodach detekce mykoplazmy a o metodé RPA, o jejim

principu/vyhodach/nevyhodach ve srovnani s metodou PCR, o jejim pouziti.

2. Podilet se na vyvoji a validaci typizac¢ni soupravy k detekci mykoplazmy v bunéénych liniich

pomoci RPA.



3 Literarni prehled

3.1 Mykoplazma

3.1.1 Charakteristika mykoplazmy

Mykoplazmy jsou nejjednodussi a nejmensi prokaryotické bunky. Jsou bé&znymi
komenzaly sliznic dychaciho, urogenitalniho ¢&i traviciho traktu zvifat a lidi s nékolika
patogennimi vyjimkami. Pruznd membréana na povrchu bunék jim dodava plasticitu, a proto jsou
schopny prochazet pies bézné pouzivané 0,45um mikrobialni filtry (Drexler et Uphoff, 2002).

Genom mykoplazmy je nejmensi ze vSech bakterii, 580-1358 kb (Halbedel et Stulke,
2007). Mykoplazmy neobsahuji a nejsou ani schopny vytvafet peptidoglykan a dalsi prvky
bunééné stény. Proto jsou rezistentni k beta-laktamovym antibiotikiim, kterd inhibuji syntézu
bunééné stény bakterii. Oproti tomu jsou mykoplazmy citlivé Kk antibiotikim ze
skupiny tetracyklinti a makrolid (Bednat et al., 1996).

Ke kultivaci mykoplazmy se pouzivaji specialni média, tzv. PPLO (Pleuro Pneumonia
Like Organism) agar a bujon, obohacené o prekurzory nukleovych kyselin a steroly (Bednaf
et al., 1996; Votava et al., 2003). Vyjimku tvofi zastupci ¢eledi Acholeplasmataceae, ktefi ke
svému rastu steroly nevyzaduji (Greenwood et al., 1999). Soucasti kultivaénich médii je
kvasni¢ni extrakt, pepton a zvifeci sérum, které piedstavuje dulezity zdroj cholesterolu (Votava
et al., 2003). Na rozdil od jinych bakterii je rist mykoplazmy i za optimalnich podminek velmi
pomaly (Drexler et Uphoff, 2002): genera¢ni doba se u vétsiny mykoplazem pohybuje v fadu
nékolika hodin (Votava et al., 2003). Aby nedochazelo k mnozeni béznych bakterii, byvaji
soucasti pud antibiotika, ktera ptisobi na buné¢nou sténu (ampicilin nebo penicilin), a nejsou proto
vici mykoplazmé ucinna (Votava et al., 2003; Vejrazka 2008).

Mykoplazmy vyuzivaji jako zdroj energie bud’ aminokyselinu arginin, nebo sacharidy,
prevazné glukozu. Fermentujici mykoplazmy, vyuzivaji jako zdroj energie sacharidy katabolizuji
glukézu (nebo jiné sacharidy) glykolytickou drahou na kyselinu mlé¢nou, zatimco nefermentujici
mykoplazmy metabolizuji arginin na amoniak, ATP a CO, (Greenwood et al., 1999). Napiiklad
M. hominis vyuziva jako hlavni zdroj energie arginin a M. pneumoniae fermentuje glukézu
(Votava et al., 2003).



3.1.2 Taxonomie

Mykoplazmy patii mezi nejmensi znama prokaryota, ktera fadime do tfidy Mollicutes
(Greenwood et al., 1999). Rad Mycoplasmatales ma tii &eledi Mycoplasmataceae,
Spiroplasmataceae a Acholeplasmataceae. Celed Mycoplasmataceae obsahuje dva rody
vyznamné pro ¢lovéka Mycoplasma a Ureaplasma (Bednar et al., 1996; Greenwood et al., 1999).
Rod Ureaplasma obsahuje $est druhii (Votava et al., 2003), které se ptevazné vyskytuji v stech,
urogenitalnim a respiraénim traktu c¢lovéka a dalSich Zzivocichi (Sedlacek, 2007). Rod
Mycoplasma je reprezentovan vice nez sto druhy (Young et al., 2010), které se vyskytuji na
povrchu rostlin, u hmyzu, vyssich Zivoichtl, ale i u &lovéka (Votava et al., 2003). Celed
Acholeplasmataceae sestava pouze z rodu Acholeplasma, jehoz zastupci osidluji prostiedi pudy
a vody a nepotiebuji ke svému ristu steroly (Bednaf et al., 1996; Greenwood et al., 1999). Pro
rostliny a hmyz je patogenni rod Spiroplasma céeledi Spiroplasmataceae (Bednar et al., 1996;
Greenwood et al., 1999).

3.1.3 Morfologie bunék

Mezi charakteristické vlastnosti bunék mykoplazmy patii jejich rozdilna velikost
a mnohotvarnost (Obr. 1) (Bednaf et al., 1996; Greenwood et al., 1999). Velikost nejmensich
Zivotaschopnych bunék je 100 nm a buiiky mykoplazmy dosahuji velikosti az 1 um. Mykoplazmy
vytvareji velmi malé kolonie (do 0,5 mm). Struktura a metabolizmus bun¢k mykoplazmy patii
k velmi jednoduchym. Povrch bunék je kryt tfivrstvou cytoplazmatickou membranou, jejiz
vyznamnou slozkou je cholesterol, ktery se podili na osmotické stabilit¢ membrany. Z tohoto
divodu je pro rast mykoplazem Zivo¢ichti na kultiva¢nich padach nutno pridat sterol do séra.

(Bednaf et al., 1996)



Obr. 1: Mykoplazmy na snimku z elektronového mikroskopu. Fotografie poskytl Dr. Manfred
Rohde, GBF, Braunschweig, Némecko (pfevzato z Drexler et Uphoff, 2002).

(A) HELA buiiky infikované M. penetrans. Sipky zna&i mykoplazmu pronikajici pfes bundnou membranu.
PreruSovana Sipka znac¢i mikroklky eukaryotické buiiky. ZvétSeni 30000%.

(B) MDCK bunééna linie infikovana M. arginini. Sipka zna&i mykoplazmu. Pferusovana $ipka zna&i mikroklky.
Zvétseni 30000x.

3.14 MnoZeni mykoplazmy

Bunky mykoplazmy se mnozi binarnim délenim, pfi némz dochazi k opozdénému dé€leni
cytoplazmy oproti replikaci jadra, coz vede ke vzniku monohojadernych vldken. Zaskrcovanim
membrany v oblastech mezi dvéma genomy dochazi k déleni cytoplazmy. To vede ke vzniku
koralkovitych fetizk?l, které se dale rozpadaji a tim vznikaji jednotlivé buiiky (kokovita téliska)
(Obr. 2) (Bednat et al., 1996; Greenwood et al., 1999). Nasledné se cely cyklus opakuje. Jestlize
neni cytoplazma rovnomérné rozdélena mezi dvé dcefiné bunky, mulze buika zacit pucet

(Greenwood et al., 1999).



a @ b

Obr. 2: Rozmnozovaci cyklus mykoplazmy (ptevzato z: Bednaf et al., 1996).

(2) binarni déleni

(b) vytvoteni mnohojadernych vlaken a jejich rozpad v jednotlivé butiky

3.1.5 Vyznamni zastupci

Mykoplazmy u ¢lovéka osidluji sliznici respiracniho a urogenitalniho traktu. Primarnim
patogenem respiracniho traktu je druh M. pneumoniae. Mezi nepatogenni druhy, které jsou
soucasti pfirozené flory dutiny tstni, patéi M. orale, M. salivarium a M. buccale. Sliznici lidského
genitalu osidluji druhy M. fermentans, M. hominis, M. genitalium a Ureaplasma urealyticum,
ktera vyvolava u Zen zanét poSevni sliznice (Bednaf et al., 1996; Schindler 2008).

Existuje také mozna souvislost mezi mykoplazmovou infekci a tumorigenezi. Naptiklad
druhy M. fermentans a M. penetrans mohou vyvolavat maligni transformaci bunék (Tsai et al.,
1995) a M. genitalium muze vést k maligni transformaci benignich lidskych epitelidlnich bun¢k
(Namiki et al., 2009). M. hyorhinis byla detekovana v klinickych vzorcich lidského karcinomu
a podporuje invazivitu rakovinnych bunék a metastazovani (Huang et al., 2001; Gong et al.,
2008).

M. pneumoniae vyvolava primarni atypickou pneumonii (PAP), ktera je prokazatelna
rentgenovym nalezem (Bednaf et al., 1996). I piesto, ze se infekce prenasi snadno kapénkovou
cestou, bronchopneumonie se objevi pouze u 3—20 % nemocnych osob (Votava et al., 2003).
Zbylé mykoplazmové infekce probihaji asymptomaticky nebo v podobé mirného respiraéniho
onemocnéni. Mezi pfiznaky onemocnéni patii zvySena teplota, malatnost, pocit ucpaného nosu,

bolest svald nebo bolest v krku (Greenwood et al., 1999; Votava et al., 2003).



3.1.6 Patogeneze

Antigeny mykoplazmy ptisobi na imunitni systém svého hostitele interakci s lymfocyty.
Superantigeny, latky produkované mykoplazmou, maji schopnost se vazat na povrch lymfocytd
a chovat se jako mitogeny. V in vitro podminkach jsou mykoplazmy také schopny aktivovat
cytotoxické T-lymfocyty (Votava et al., 2003).

M. pneumoniae parazituje na povrchu membran infikovanych bunék bez pronikani do
nitra bunék. V dychacich cestaich M. pneumoniae pronika pfes mukociliarni vrstvu sliznice
a prilne Kk povrchu epitelovych bunék. Hlavnim adhezinem pfilnavosti mykoplazmy na povrch

hostitelské buriky je membranovy protein oznac¢ovan jako P1. (Bednaf et al., 1996).



3.2 Bunécné kultury

Bunééné kultury jsou tvofeny izolovanymi bunkami, které rostou v kontrolovaném
in vitro prostfedi (Hudu et al., 2016). K zalozeni bunééné kultury se nejéastéji pouzivaji bunky
izolované z laboratorniho zvifete nebo ¢lovéka, ztidka i z hmyzu nebo rostlin (Vejrazka, 2008).

Bunééné kultury se pouzivaji ke kultivaci virt (bud’ za uc¢elem zjisténi ptivodce nakazy,
nebo k produkci ockovacich latek), cytogenetickému vySetfeni chromosomti a k testovani t¢inka
toxickych latek nebo potencialné 16¢ivych molekul (Sebek, 2018). Savéi bunééné kultury se bézné
pouzivaji k produkci rekombinantnich glykoproteint, virovych vakcin a protilatek
(Schwarzer et al., 2009). Své uplatnéni nachazeji také pii screeningu a prvotni charakterizaci
potencialnich protinadorovych 1é¢iv (Yamaguchi et al., 2013) a pii testovani cytotoxicity
nanomateriali a mikroplastl na buné&¢né urovni (Schirinzi et al., 2017). Pouziti kultivovanych
bungk jako pokusnych biologickych modelii ma ve srovnani s pouzitim laboratornich zvifat nebo
izolovaného organu ¢i tkan€, celou fadu vyhod. Jednou z nich je kratka doba kultivace a také
moznost provadét pokusy, které vedou ke znic¢eni kultivovanych bunék (Vejrazka, 2008).

Bunééné kultury maji ale i fadu nevyhod, které je omezuji v jejich pouziti. Kultivované
buniky se péstuji za nefyziologickych podminek. Buniky rostou v kultiva¢nim médiu, které svym
slozenim pfesné¢ neodpovida slozeni vnitinitho prostiedi daného organismu, a V atmosféte
s rozdilnym tlakem kysliku. Kultivovanym buitkdm chybi také kontakt s jinymi bunécnymi
populacemi, mezi kterymi dochazi vin vivo prostiedi ke komunikaci a vyméné latek
(Vejrazka, 2008). Dvourozmérné bunééné kultury se vyznacuji velmi malou fyzickou,
molekularni a fyziologickou podobnosti s pivodnimi tkanémi. Proto se zacaly vyuzivat
trojrozmérné systémy buné¢nych kultur, tzv. organoidy, které se velmi podobaji in vivo organu
nebo tkani, ze které byly ziskany. Komplexni prostorova morfologie trojrozmémych organoidi
umozhuje mezibunééné interakce a interakce buiika-extracelularni matrix (Hynds et Giangreco,
2013).

K pieziti a proliferaci kultivovanych bunék je potieba zajistit vhodné podminky in vitro.
Jednou z nich je slozeni média pro kultivaci, povrch kultiva¢ni nadoby a podminky prostiedi
(slozeni atmosféry a teplota). Optimalni teplota pro kultivaci buné¢k je teplota podobna télesné
teploté dan¢ho organismu, nejcastéji tedy 37 °C. Kultivaéni médium obsahuje Ziviny, glukozu
nebo jiny zdroj energie, anorganické soli, pufry, bilkoviny, vitaminy, rastové faktory, lipidy,
stopové prvky a mastné kyseliny. Spousta z vySe uvedenych latek byva soucasti kultivacniho
média typu krevni sérum, kterym dodavame do média spoustu vyznamnych sloucenin pro rast
bun¢k. Pouziti sér ma i spoustu nevyhod, napf. jejich slozeni se lisi dle piivodce a nelze je presné

definovat (Votava et al., 2003; Vejrazka, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schwarzer%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19410619

3.2.1 Kontaminace bunéénych kultur

Kontaminace bunéénych kultur se déli na chemickou a mikrobialni kontaminaci, ktera se
dale déli na virovou, mykotickou a bakterialni kontaminaci. K nej¢astéjsim pti¢inam kontaminace
bunéénych kultur patii vsouCasné dobé nespravna manipulace, proto je nutné dodrzovat
asepticky zptsob prace, ktery brani zavleCeni nejriznéjSich bakterii, spoér nebo plisni
(Sebek, 2018). Mirjalili et al. (2005) ve své retrospektivni studii zjistili, e 39 % vzorkd
bunécnych linii podlehlo kontaminaci. Mezi hlavni Cinitele vyvolavajici kontaminaci patfila
mykoplazma (19 %), dale pak smisena infekce (8 %), houby (8 %) a bakterie (4 %) rodu Bacillus,
Enterococcus a Staphylococcus (Obr. 3).

Chemicka kontaminace je v dne$ni dobé méné Casta, jelikoz k vyplavovani skodlivych
latek z materiali dochazelo hlavné v minulosti. Mezi toxické prvky, které se uvoliovaly mezi
buniky do roztoku, patfila rtut, arsen nebo indium, které v mnozstvi 0,5—1 mmol/l vyvolava
okamzitou nekrézu bun&k (Sebek, 2018).

Mikrobialni kontaminace kultur muze zplsobit vazné problémy. U prokaryotickych
patogend miuze byt pribéh infekce Kklasicky, doprovazeny zménami v morfologii Kkultur
a fyzikaln& chemickymi zmé&nami nebo latentni, bez projeva (Tab. 1) (Sebek, 2018).

K virovym kontaminacim bunéénych kultur nedochazi ptili§ casto, jelikoz jsou viry
schopny replikace pouze v nékterych bunkach. K nejéastéj$§im patogenum zpusobujici
kontaminaci patii respiracni a herpetické viry, které jsou prenaSeny persondlem, méné Castéji
z chybné osetfenych sérovych doplnki. Napadené builky vykazuji znaéné morfologické
deformace (cytopaticky efekt, CPE). Diky nim lze snadno virovou kontaminaci nepiimo odhalit
b&hem mikroskopické kontroly riistu bungk (Sebek, 2018).

Castéji se v laboratofich setkdvame s mykotickymi kontaminacemi kultur, které Ize na
zaklad€ jejich morfologie snadno odhalit pod mikroskopem. Vyskyt kvasinek nebo plisni
v bunéénych kulturach je spojen se zakalenim média a posunem pH do alkalické oblasti
(Sebek, 2018).

Bakterialni kontaminace patfi k nejcastéj$im nakazam bunécnych kultur. Dostate¢né
mnozstvi nutri¢nich slozek v kultiva¢nich médiich pfedstavuje vhodné podminky pro fadu
bakterii, napf. rodu Staphylococcus, Streptococcus nebo rodu Escherichia. Prokaryotické
mikroorganismy maji kratkou genera¢ni dobu, tudiz pfipadna infekce vede rychle ke
kompletnimu znehodnoceni bunéénych kultur. Bakterialni kontaminaci kultur Ize snadno odhalit
pod mikroskopem: v médiu mizeme pozorovat tvorbu zakalu a dochazi také k poklesu pH
(Sebek, 2018).



Tab. 1: Zmeény pozorovatelné v bunécnych kulturach béhem infekee s klasickym pribéhem podle
druhu patogena (pfevzato z: Sebek, 2018).

Typ infekce Fyzikalné chemické zmény Mikroskopické zmény
Bakterialni pokles pH, tvorba zakalu pritomnost bakterii
Mykoplazmova témet beze zmén témet beze zmén
Mykoticka nardst pH, tvorba zakalu pritomnost kvasinek, mykotickych vldken
Virova beze zmén nékdy pritomen cytopaticky efekt u bunék

Smisena kontaminace
8%,

r

Mykoplazmy
19%

Houby
8%

Bakterie

(1)
4% Nekontaminovaneé

61%

Obr. 3: Mira kontaminace bunéénych kultur a jeji relevantni zastoupeni mikrobialnich ¢initelti
(ptevzato z Mirjalili et al., 2005).

3.2.2 Kontaminace bunéénych kultur mykoplazmou

Nejkomplikovanéjsi infekce zpusobuji bakterie, pro které je charakteristicky
intracelularni parazitizmus, napf. chlamydie, ureaplazmy a hlavné mykoplazmy (Sebek, 2018).
Mykoplazmy jsou schopny infikovat téméf vSechny bunééné linie a piezivaji po dlouhou dobu
v savéich bunkach (Yavlovich et al., 2004). Az tietina bunécnych linii, které se pouZzivaji pro
vyzkumné experimenty, je infikovana pravé mykoplazmou (Timenetsky et al., 2006). Primarni
bunécné kultury a Casn€ pasazované bunécné kultury byvaji méné castéji kontaminované
mykoplazmou nez vicekrat pasazované lidské nebo zvifeci bunééné linie (Drexler et Uphoff,
2002).

Mykoplazmy mohou kontaminovat bunécné kultury nékolika zptisoby. Mezi nejcastéjsi
zdroje kontaminace patii pivodni izolovana tkan, kultivacni roztoky (fetdlni bovinni sérum),

laboratorni personal nebo kiizova kontaminace z jiné infikované bunécné kultury (Drexler
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et Uphoff, 2002). U napadenych linii dochazi ke zpomaleni prolifera¢ni aktivity a ke zméné
ptirozenych fenotypovych projevl, za coz jsou odpovédné bakteridlni enzymy, které piimo
zasahuji do syntézy proteinti, nukleovych kyselin a sacharidii (Sebek, 2018). Mykoplazmova
kontaminace mé& u eukaryotickych bunék vliv na signalni transdukci, podporu bunécné
transformace, indukci chromozomalnich aberaci (numerické a strukturalni zmény), indukci nebo
inhibici aktivace lymfocyti, indukci nebo potladeni exprese cytokini a dalsi. Uginek
mykoplazmy je u riznych typt bunék odlisny (Drexler et Uphoff, 2002). Mykoplazmy
nezpusobuji vyrazné zmény V bunééné morfologii, neméni vlastnosti médii a nevedou ani
k okamzZitému zaniku bunéénych kultur (Sebek, 2018). Jak bylo napsano vyse, mykoplazmy jsou
také rezistentni k bézn€ pouzivanym antibiotikim (Nikfarjam et Farzaneh, 2012). Bunécné linie
mohou byt delsi dobu infikované latentné a mykoplazmy se tak s kazdym pasazovanim mohou
snadno $ifit do subkultur, coz mize mit negativni vliv na testovani novych protinadorovych 1é¢iv
(Sebek, 2018). Mezi nejéastjsi druhy zptsobujici infekci patii M. arginini, M. hominis,
M. fermentans, M. orale, M. hyorhinis a Acholeplasma laidlawii (Drexler et Uphoff, 2002).
Primarnimi zdroji kontaminace M. fermentans, M. orale a M. hominis jsou osoby, které pracuji
s buné¢nymi kulturami a zdroji kontaminace M. hyorhinis, M. arginini a Acholeplasma laidlawii
jsou zvifeci darci tkani a biologické slozky pouzivané pro buné¢né kultury (napf. trypsin a teleci

sérum) (Razin et Tully, 1995).
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3.3 Metody detekce

Jednim z hlavnich problémut Vv technice bunéénych kultur je mykoplazmova infekce
(Drexler et Uphoff, 2002). Koncentrace mykoplazmy mize dosahnout 108 bungk na ml média
tkanové kultury, aniz by doslo k zakaleni nebo zjevnému vlivu na rist bunék. U mnoha bunék je
kontaminace mykoplazmou velmi nizka a jeji detekce je mozna pouze pomoci vysoce citlivych
metod (Hay et al., 1989). Proto je v mnoha laboratofich, které neprovadéji testy na mykoplazmu
nebo pouzivaji méné citlivé metody detekce, vysoka pravdépodobnost neodhalené infekce
bunécnych kultur (Young et al., 2010).

Je dulezité, aby vSechny nové bunécné kultury, které vstupuji do laboratoie a vSechny
bunécné banky byly testovany na ptitomnost mykoplazmy (Young et al., 2010). Rutinnim
vySetfenim bunécnych kultur mizeme snizit nebezpeci skrytych mykoplazmovych infekci
(Nikfarjam et Farzaneh, 2012).

V souéasné dob¢ existuje nékolik metod, které se pouzivaji k detekci mykoplazmové
infekce (Tab. 2). Tyto metody lze rozdélit do n€kolika skupin (Drexler et Uphoff, 2002; Uphoff
et Drexler, 2009; Ligasova et al., 2019):

¢ histologické barveni

e elektronova mikroskopie (transmisni a skenovaci elektronova mikroskopie)
e DNA fluorochromové barveni (napt. DAPI, Hoechst 33258)

e mikrobiologicky ptistup (kultivace na agaru/bujonu)

e Dbiochemické metody (napi. testy zalozené na méfeni enzymatické aktivity,
gradientova/elektroforeticka separace znacené RNA)

e imunologické metody (ELISA, autoradiografie, fluorescen¢ni/enzymatické barveni
s protilatkami, imunofluorescence) (Razin et Tully, 1996)

e RNA hybridizace (napt. hybridizace v kapalném roztoku nebo na filtru)

e polymerazova fetézova reakce (PCR) a real-time PCR

Pro spolehlivou detekci mykoplazmy v bunéénych kulturach je doporuéeno pouzit pravé
dv¢ z téchto technik: metody zaloZené na PCR, nepfimé barveni a kultivace na bujonu nebo agaru
(Young et al., 2010). Testy mohou byt provedeny bud’ piimo na vzorku odebraném
z bunééné kultury anebo nepiimo pomoci tzv. indikatorové bunécné kultury, pti niz je vzorek
nao¢kovan do jiné buné¢éné kultury, ktera neobsahuje mykoplazmu (napt. bunééné linie Vero).
Pouziti indikatorovych bunéénych linii vede k lepsi standardizaci a umoziuje zahrnout do
kazdého testu vhodnou pozitivni a negativni kontrolu (Drexler et Uphoff, 2002).

Optimalni metody detekce by mély splilovat nasledujici kritéria: vysokéa specifi¢nost,

efektivita, rychlost, jednoduchost a nizké naklady. Vyhodnoceni testl zahrnuje komponenty
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validity vztahujici se k analytickym parametrim jako je senzitivita, specificita, piesnost
a prediktivni hodnota. K dalSim parametrim hodnoceni testu patii opakovatelnost
a reprodukovatelnost. Velké mnozstvi metod je zavislych na interpretaci a subjektivnim ¢teni

vysledku, které vyzaduji zkuSenosti (Uphoff et al., 1992b).

Tab. 2: Seznam metod pouzivanych k detekci mykoplazmové kontaminace a jejich vlastnosti
(Pfevzato z Young et al., 2010).

Nazev metody Citlivost Vyhody Nevyhody
PCR vysoka rychlost optimalizace
Nested PCR vysoka rychlost falesné pozitivity
Piimé barveni DNA nizka rychlost a cenova obtizna interpretace
dostupnost
Nepiimé barveni DNA | vysoka | snadna interpretace ¢asove naro¢né
Kultivace na agaru vysoka citlivost pomalé a miize vyzadovat
a bujonu odbornou interpretaci
ELISA mirna rychlost omezeny rozsah detekce druhi
Autoradiografie mirna rychlost obtizna interpretace, je-li
kontaminace na nizké urovni
Imunobarveni mirna rychlost obtizna interpretace, je-li
kontaminace na nizké urovni

331 PCR

Polymerazova fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) je rozsifena
v laboratofich po celém svété (de Paz et al., 2014). Jedna se o cyklicky proces, pii kterém dochazi
k exponencialni amplifikaci kazdé jednotlivé molekuly nukleové kyseliny na miliardy kopii
in vitro. PCR reakce je slozena ze t¥i dulezitych kroku: denaturace, hybridizace (annealing)
a elongace, fizenych zménami teplot. Timto se PCR fadi mezi neizotermalni metody. PCR reakce
zacina pfi teploté 95 °C, kdy dochazi k denaturaci dvoufetézcové DNA; poté se teplota snizi na
50—65 °C, coz umozni nasednuti primert (annealing) (Mullis et Faloona, 1987) a poté dojde opét
ke zvyseni teploty na 70—74 °C, coz umozni DNA polymeraze syntetizovat druhy fetézec DNA
(Saiki et al., 1988).
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PCR

Metoda PCR se pouziva k detekci kontaminace bunéénych kultur a k identifikaci
mykoplazem. Jedna se o rychlou a citlivou metodu. Primery byly navrzeny z konzervované oblasti
genu 16S ribozomalni RNA (rRNA) a slouzi k identifikaci nejbéznéjsich druhti mykoplazem
kontaminujici bunécné kultury (Rawadi et Dussurget, 1995). Byly popsany témét vSechny
mykoplazmové 16S rRNA sekvence, jenz tvori zaklad pro systematickou fylogenetickou analyzu
tiidy Mollicutes (Drexler et Uphoff, 2002). Metoda PCR zahrnuje pouziti rodové-specifickych
primerd, popfipadé druhové-specifickych primertt pro kazdy organismus nebo primert
zalozenych na 16S—23S rRNA oblasti rodu Mycoplasma (Harasawa et al., 1993, Harasawa 1996).

PCR muze byt provedena s lyofilizovanym nebo zmrazenym vzorkem, coz umoznuje
provadét i retrospektivni analyzu. Dalsi vyhodou téchto vzorki je jejich snadna pieprava,
skladovani a odbér (Drexler et Uphoff, 2002).

Pii rutinni diagnostice neni vyzadovana vysoka uroven citlivosti, jelikoz akutni a hlavné
chronické mykoplazmové infekce bun&énych kultur obsahuji velky pocet organismi (obvykle 108
nebo vyssi). Vysoka uroven citlivosti je vyhodna ve velmi rané fazi infekce nebo za situace, kdy
je potlacen rist mykoplazmy, coz mize byt napiiklad béhem testovani bunéénych kultur po
osetfeni antibiotiky za ucelem odstranéni kontaminace. Metoda PCR neni omezena schopnosti
mykoplazem rust v kultufe, a proto by mohla nahradit metodu kultivace v umélém médiu. Pomoci
PCR lze detekovat jedinou buiiku mykoplazmy a to z ni €ini jednu z nejcitlivéjSich detekénich

metod (Drexler et Uphoff, 2002).

Real-time PCR

Real-time PCR neboli PCR s detekci v realném Case s moznosti kvantifikace predstavuje
modifikaci klasické PCR, pomoci které 1ze sledovat nariist DNA béhem kazdého cyklu. Mnozstvi
DNA je v prubéhu kazdého cyklu kontinualné zaznamenavano pomoci specialniho pfistroje tzv.
real-time PCR termocykléru, coz predstavuje rozdil oproti klasické PCR, kdy je zaznamenan az
vysledny produkt pomoci elektroforézy (McPherson et Mgller, 2000; Logan et al., 2009).
Real-time PCR vyuziva k detekci fluorescenci, jejiz emitovani je pfimo tmérné mnoZstvi
amplikonu (Higuchi et al., 1993). K vizualizaci nardstu po¢tu amplikonti se pouzivaji interkalacni
¢inidla (naptf. SYBR Green a ethidium bromid) a specifické sondy (napi. TagMan a FRET sondy),
které se vazi na amplifikovanou DNA. Interkalacni barviva se vmezefuji mezi pary na jakékoliv
misto v dSDNA (Arya et al., 2005). Nevyhodou interkalac¢nich ¢inidel je, ze detekuji veSkerou
dsDNA, tedy i nespecifické produkty PCR (Kaltenboeck et Wang, 2005). Oproti tomu specifické
sondy jsou piedstavovany oligonukleotidy a hybridizuji s vytvorenym amplikonem (Valentova,
2018). Napriklad TagMan sondy maji na svém 5" konci reportér (fluorescencni znacku)

a na 3" konci zhaSec. Tag DNA polymeraza syntetizuje novy fetézec a diky své exonukleazové
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aktivité $tépi specifickou sondu, coz vede k oddéleni zhasece od fluoroforu a dochazi k emisi
fluorescence (Didenko, 2006).

Metoda real-time PCR neni schopna rozlis§it mezi mykoplazma-specifickym
a nespecifickym PCR produktem. Identifikace mykoplazma-specifického produktu vyzaduje
stanoveni bodu tani PCR produktu nebo muize byt provedena reakce s tietim fluorescenéné
znacenym oligonukleotidem se zhasecem, ktery specificky hybridizuje na amplifikovany produkt
mykoplazmové DNA (Uphoff et Drexler, 2009).

Mnozstvi cilové DNA lze kvantifikovat pomoci paralelnich reakci s kalibraéni fadou

standardd, coz ale neni pro detekci kontaminace mykoplazmou nutné (Uphoff et Drexler, 2009).

Nested PCR

Amplifikace mize byt provedena jako jednokrokova PCR nebo dvoukrokova PCR tzv.
Nested PCR. Nested PCR zvySuje specificitu a citlivost reakce, ale také zvySuje riziko
kontaminace ptenosem DNA (Drexler et Uphoff, 2002). Reakce vyuziva dvou pard primert:
vnéj$i a vnitini. Nejprve je provedena amplifikace s vnéjsimi pary primert a vznikly produkt
slouzi jako templat pro amplifikaci s vnitinimi primery. Pouzitim dvou part primert dojde ke

zvyseni pravdépodobnosti amplifikace specifické sekvence (Labguide).

3.3.2 ne-PCR

Pred ptichodem PCR a RNA hybridizace bylo za tzv. ,,zlaté standardy* povazovano
fluorochromové barveni DNA (Hoechst a DAPI barveni) a mikrobidlni kultivace (McGarity
et al., 1985; Barile et Rottem, 1993). K detekci mykoplazmové kontaminace lze také pouzit
komeréné dostupné diagnostické soupravy, které jsou zalozené na imunologické a biochemické
detekci. Avsak pomoci jediného testu nelze detekovat vSechny druhy mykoplazem, které

kontaminuji bunééné kultury (Uphoff et al., 1992a).

Mikrobiologicka kultivace

K pfimému prikazu mikroorganizmu se pouziva jejich kultivace. Ke kultivaci se
pouzivaji sterilni zivné pudy (média), ktera spliuji pozadavky jednotlivych mikroorganizmii na
vyzivu, osmoticky tlak a pH (Kopecka et Rotkova, 2017). Zivné pudy se podle své konzistence
déli na tekuté (bujon) a pevné (bujonovy zaklad ztuzen agarem) (Kurkova, 2009). Jednou
ristovych faktorti a rastovych inhibitord (Lane et Miller, 1976). Sérum slouzi jako zdroj
aminokyselin, proteind, vitaminl (pfedevsim se jedna o vitaminy rozpustné v tucich), lipidd,
hormontl, uhlohydratli, minerald, ristovych faktord a stopovych prvkl. Teleci fetalni séra se

pouzivaji k podpofte ristu bunék v kultufe (von Seefried et Macmorine, 1976).
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Vzorky buné¢nych kultur jsou naokovany nejprve do bujonu uréeného pro mykoplazmu
a nasledné na agar. Soucasti bujonu i agaru je octan thallny, ktery inhibuje rist béznych bakterii,
ale na rust mykoplazem nema zadny vliv. Je doporu¢ovano provadét kultivaci za anaerobnich
podminek, jelikoz aerobni kultivace vede k nizsi rychlosti detekce. Po 4 az 7 dnech inkubace se
bujony se vzorky pienesou na agarové plotny. VEtSina mykoplazem vytvari malé kolonie (pramér
100—400 um) ptipominajici ,,smazené vejce®, které rostou pod povrchem agaru (McGarity et al.,
1985; Barile et Rottem, 1993)

K vyhodam této metody patii jednoducha manipulace a vizualni rozpoznavani kolonii.
Mykoplazmové kolonie izolované z riiznych bunécnych kultur se navzajem lisi ve své morfologii,
velikosti a rychlosti ristu. Kolonie lze detekovat po 3—6 dnech, ale i pozdéji. Mezi
Hhekultivovatelné™ mykoplazmy patii druh M. hyorhinis, ktery roste Spatn¢ anebo viibec na
bujonech nebo agarovych médiich (Uphoff et Drexler, 2009). Pro prtikaz M. hominis se pouzivaji
tekuta média obsahujici arginin, zatimco k izolaci M. pneumoniae slouZi pevné agarové pudy
obsahujici glukozu. Tekuté médium s obsahem urey slouzi zase k zachyceni Ureaplasmy
urealyticum. Mykoplazmy béhem svého rustu nekali bujon, a proto se k detekei jejich mnozeni
ptidava do pudy indikator pH (Votava et al., 2003).

Metoda mikrobiologické kultivace je vysoce citlivd a levna referencni metoda, ktera se
vyznacuje také vysokou mirou detekce. K jejim nevyhodam patii dlouhd inkubac¢ni doba, nutnost
zkusenosti s interpretaci vysledki, neschopnost kultivovat v§echny druhy mykoplazem a potieba
spole¢né kultivovat pozitivni kontroly, s ¢imz souvisi ur€ité riziko kontaminace (Uphoff
et Drexler, 2009).

DNA fluorochromové barveni

Fluorescencni barviva, vazajici se na DNA byla poprvé pouzita k detekci mykoplazmové
infekce v sedmdesatych letech. Mezi nejpouzivanéjsi barviva patii DAPI a Hoechst 33258.
Fluorescen¢ni barviva se selektivné a rychle vazou na eukaryotickou a prokaryotickou DNA, se
kterou vytvareji silné fluorescenéni komplexy DNA-barvivo s vysokou specificitou. Pod
fluorescenénim mikroskopem dochazi u nekontaminované buné¢né kultury k jaderné fluorescenci
na tmavém pozadi. Mitochondridlni DNA ma také schopnost vazat fluorochrom, avSak na
zanedbatelné urovni pro rutinni mikroskopii (Uphoff et Drexler, 2009). Metody DNA
fluorochromového barveni se d€li na pfimé a nepfimé.

Piimé barveni buné¢nych kultur se nedoporucuje, jelikoz piinasi ¢asto nejasné vysledky
a spolehlivé detekuje pouze silné kontaminované kultury. Interpretace vysledkt je obtizna pfti
nizkém poctu mykoplazem, pii kontaminaci jinou bakterii nebo pii pfitomnosti degradované
bunééné DNA, ktera muze vyvolat vznik malych tecek fluorescence, jenz se podobaji
mykoplazmé (Freshney, 2005). Pfimé barveni bunéénych linii DNA barvivy pfinasi vysledky do

24 hodin, avSak s nizkou citlivosti.
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Vyssi citlivosti 1ze dosahnout spole¢nou kultivaci testované buné¢né linie v pritomnosti
indikatorové bunécné linie (napf. Vero bunécnd linie, MDCK a A549 bunécné linie), poté se tato
metoda oznacuje jako nepiimé barveni DNA (Freshney, 2005; SigmaAldrich). Mykoplazmovou
DNA lze pozorovat jako malé tecky nebo skvrny fluorescence, které se nachazeji na povrchu
bunek, v okolnim médiu a na kultivacni misce, zatimco bunécna jadra se jevi jako velké
fluorescentni ovalné oblasti (Young et al., 2010).

Pomoci  DNA  fluorochromového  barveni  mlzeme  detekovat  titry
10° organismt na ml anebo vyssi. Falesn& pozitivni vysledky mohou byt zpiisobeny barvenim
artefaktl nebo bunéénym detritem. Pfedevsim apoptické bunky mohou napodobovat infikované
bunééné kultury. Stav bunééné kultury je proto rozhodujici pro kvalitu testu. Tato metoda je
zavisla na intenzité infekce, jelikoz pomoci ni miZzeme identifikovat pouze masivné
kontaminované kultury, coz miZe snadno vést ke vzniku fale$nych negativit. Vétsina faleSné
negativnich a falesné pozitivnich hodnot je zplisobena nejednoznacnym barvenim, které vyvolava
potize pii interpretaci vysledki. Pouziti indikatorové bunééné linie vyrazné zvysilo citlivost,
presnost a specifi¢nost této metody (Uphoff et al., 1992b).

Mezi nevyhody fluorochromovych testli patii nutnost trvale udrzovat adherentni
bunécnou linii a prodlouzend inkuba¢ni doba. Bunécna kultura mtize byt kontaminovana také
jinymi druhy bakterii, které produkuji extracelularni fluorescen¢ni signaly, ¢imz zpusobuji
problémy s interpretaci vysledkt (Vankuppeveld et al., 1994). K vyhodam téchto testu patii

jednoduchost, nizka cena a Ize je pouzit k pravidelnému screeningu (Uphoff et Drexler, 2009).

Imunofluorescence:

Metoda imunofluorescence vizualizuje reakci antigen-protilatka pomoci fluorescence
(Bartankova et al., 2005). Tato metoda je zalozena na fluorochromovém znaceni antigenti nebo
protilatek, které se specificky vazou ke stanovované latce. Imunofluorescenci délime na pfimou,
téz oznaCovanou jako jednostupfiovou a nepfimou neboli dvoustuptiovou. U piimé
imunofluorescence se protilatka znafend fluorochromem vaze pfimo na antigen, ¢imZ jej
vizualizuje. Pfima metoda se vyuZziva k priikazu antigen v tkanovych nebo bunécnych kulturach.
U nepiimé imunofluorescence se detekce specifickych protilatek provadi pfidanim vhodnych
antigennich substratii. Pokud jsou ve vzorku pfitomny protilatky, dojde k jejich navazani na
antigenni substraty a vznikne imunokomplex, ktery je detekovan pomoci sekundarni protilatky
s fluorescencnim barvivem. Nepfimd metoda se vyuziva k prikazu protilatek, nejcastéji
autoprotilatek (Litzman et al., 2007). Pfitomnost nebo nepiitomnost fluorescence je vyhodnocena
pomoci fluorescencéniho mikroskopu. Hlavni nevyhodou metody je subjektivni hodnoceni
vysledkt (Bartinkova et al., 2005).

Ligasova et al. (2019) vyvinuli novy imunofluorescencni test k detekci mykoplazmy

v bunécnych kulturach, ktery je zalozeny na enzymatickém znaceni DNA mykoplazmy pomoci
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DNA polymerazy 1 a modifikovanych nukleotidl, s naslednou detekci vyuzivajici specifické
protilatky. Po za¢lenéni modifikovanych nukleotidiit do DNA mykoplazmy nésleduje vizualizace
pomoci imunofluorescencni mikroskopie. Jedna se o rychlou metodu, pomoci které mizeme
detekovat nekultivovatelné mykoplazmy a nedochazi pfi ni k intenzivnimu barveni jaderné DNA
a bakterii S bunéénou sténou. Ve srovnani s metodou, ktera je zalozena na pfimém znaceni pomoci
barviv DAPI nebo Hoechst ma tento piistup vyssi citlivost. K nevyhodam této metody patii
soubézné barveni mitochondrialni DNA, a proto je vhodné pro zvyseni citlivosti pouzit

mitochondrialni markery (napt. MTCO2).

333 RPA

In vitro amplifikace nukleovych kyselin se vyuziva v klinické diagnostice, forenzni védé,
epidemiologii, ve vyzkumu a v mnoha dal$ich oborech (Moore, 2005). PCR je neizotermalni
metoda, vyzadujici zmény teplot v prubéhu své reakce, ke kterym vyuziva programovatelny
termoblok — termocyklér. Z tohoto duvodu ji nelze pouzit pro vySetfeni piimo u pacienta
(tzv. point-of-care, POC) (Li et Macdonald, 2015).

V posledni dobé doslo k velkému rozvoji izotermdlnich amplifikac¢nich technik
(Tab. 3), které maji oproti PCR dvé zasadni vyhody. Zaprvé, metody zaloZené na izotermalni
amplifikaci replikuji nukleové kyseliny pii jediné teploté, bez pouziti termocykléru, coz vede
k pouziti této metody pii POC diagnostice (Li et Macdonald, 2015). Zadruhé, vyhodou téchto
metod je dobra tolerance k PCR inhibitortim, které se bézné nachazeji v klinickych vzorcich (de
Paz et al., 2014).

Mezi metody izotermické amplifikace nukleovych kyselin zalozené na RNA transkripci
patfi napf. NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification), kterd je zaloZena na
amplifikaci molekul RNA a vyuziva se k diagnostice RNA virt a metoda SMART (Signal-
Mediated Amplification of RNA Technology), ktera slouzi k detekci molekul RNA i DNA (Li
et Macdonald, 2015). K metodam zalozenych na replikaci DNA, které vyuzivaji enzymy
k rozpleteni fetézce nukleovych kyselin, patfi: Amplifikace zavisla na helikaze HDA (Helicase
Dependent Amplification), ktera napodobuje mechanismus replika¢ni vidlicky béhem replikace
DNA in vivo (Vincent et al., 2004) a Rekombinazova polymerazova amplifikace (Recombinase
Polymerase Amplification, RPA), ktera k rozplétani dvousroubovice DNA vyuziva rekombinazu.
Metoda amplifikace otacivou kruznici (Rolling Circle Amplification, RCA) a izotermalni
amplifikace zprostfedkovana smyckou (Loop mediated isothermal amplification, LAMP)
vyuzivaji DNA polymerazy, které maji schopnost vytésnit fetézec z linearni/kruhové nukleové
kyseliny (Li et Macdonald, 2015). Metoda SDA (Strand Displacement Amplification) kombinuje
pusobeni restrikéni endonukledzy a vlakno vytésiujici DNA polymerazy k amplifikaci molekul
DNA, jedna se o tzv. amplifikaci s vytésnovanim fetézce (Walker et al., 1992; Li et Macdonald,
2015).
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Tab. 3: Srovnani vybranych izotermickych metod amplifikace nukleovych kyselin (pfevzato
a upraveno z de Paz et al., 2014).

Teplota | Cas detekce Pocet Analyticka Prvni
Metoda [°C] [min] enzymi citlivost [kopie] publikace

RPA 37-42 1020 3 1-10 2006
LAMP 60—65 15-60 1 1-10 2000
NASBA 37-42 60 2-3 1-10 1991
SDA 37 120 2 >10 1992
RCA 30-60 10—40 1 >10 1996
HDA 60—65 60—120 2 100 2004

3.3.3.1 Popis a princip metody RPA

Rekombindzova polymerazova amplifikacni reakce patii mezi izotermické amplifikacni
metody (de Paz et al., 2014). Metoda RPA byla piedstavena v roce 2006 (Piepenburg
et al., 2006), prochazi rychlym vyvojem a jeji podil na trhu stale vzrista (Obr. 4) (Li et al., 2019).
V zavislosti na pocateCnim mnozstvi templatu a velikosti amplikonu trva RPA reakce
5-20 minut a provadi se obvykle pfi teploté¢ 37 °C (Hill-Cawthorne et al., 2014). Pro RPA je
charakteristické rychlé reakéni schéma, izotermalni profil (bez jakéhokoliv kolisani teploty),

jednoduché ptistrojové vybaveni a vysoka specificita a u¢innost (Piepenburg et al., 2006).

140

120

128
119
100
86
80
59
60
44
4 31
’ 8
1 2 2 3 4
L R - I

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

Rok

Pocet publikaci

o

Obr. 4: Pocet publikaci spojenych s metodou RPA od jejiho uvedeni na trh v roce 2006 az do roku
2019 shromazdénych dle informaci z ,,Web of Science* (pievzato z Li et al., 2019 a obnoveno).
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Metoda RPA puvodné slouzila k amplifikaci DNA (Piepenburg et al., 2006). Pozdéji se
ukazalo, ze templatem muze byt i RNA po ptidani reverzni transkriptazy Kk RPA reagenciim
(Euler et al., 2012). Podle publikovanych dokumentti by délka amplikonti pro rychlou a u¢innou
amplifikaci méla byt mezi 100 a 250 nukleotidy (Li et al., 2019). RPA primery byvaji delsi nez
primery pro PCR. Minimélni doporucena délka RPA primerti je 30 nukleotidii, avSak jejich
nejcastejsi velikost je mezi 32 a 35 nukleotidy. Pro RPA reakci Ize také pouzit kratsi PCR primery,
které maji délku mezi 18 a 25 nukleotidy, ¢imz miZe dojit ke snizeni citlivosti a reakéni rychlosti
(TwistDx). Metoda RPA vyuziva tfi proteiny, které nahrazuji PCR tepelnou denaturaci:
rekombinazovy protein, DNA polymeraza s aktivitou vytésnujici vlakno a protein vazajici
jednovlaknovou DNA (Single Strand Binding proteins, SSB). Tyto proteiny umoziuji
exponencialni DNA amplifikaci bez potfeby termalniho cyklovani nebo pocatecni denaturace
(Piepenburg et al., 2006).

Principem metody RPA je nejprve vznik nukleoproteinového vlakna, které je tvotreno
rekombinazou a primery (komplex rekombinaza-primery). Tento komplex skenuje dsDNA
s cilem najit homologni sekvenci. Poté, co vlakno nalezne homologii, nasedne na dsDNA
a vytvoii strukturu D-smycky (D-loop), kterd predstavuje lokalni separaci vladken DNA
stabilizovanou jednofetézcovym vazebnym proteinem SSB. Hydrolyza ATP vyvold odpojeni
rekombinazy z nukleoproteinového vldkna, coz umozni nasednuti primerti a syntézu nového DNA
vlakna prostfednictvim polymerazy. Vzniklé dva duplexy jsou pouzity v dal§im kole RPA cyklu.
Exponencialni amplifikace je tedy dosazeno opakovanim RPA cyklu, ktery je samoudrzujici

(Obr. 5) (Piepenburg et al., 2014).
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Obr. 5: Schéma RPA (pievzato z Daher, 2015).

RPA se vyuziva pro rychlou, specifickou a cenove dostupnou identifikaci patogeni. Diky
minimalnim pozadavkim na pfipravu vzorku, nizké provozni teploté a komercni dostupnosti
lyofilizovanych cinidel je tato metoda vyuzivand mimo prostfedi laboratoie, ve vzdalenych
oblastech (Daher et al., 2016). RPA je vhodna pro analyzu v terénu, v misté péce
0 pacienta, v prostiedi s minimalnimi zdroji a ve statimovém rezimu — V situaci, kdy je potfebna
rychla analyza (TwistDX).

Metodou RPA lze detekovat méné nez 10 kopii DNA proviru HIV-1 do 20 minut (Boyle
et al., 2013). K rychlé detekci viru eboly béhem epidemie v zapadni Africe v roce 2014 byl
vyvinut test EBOV-RPA, ktery je zalozen na rekombinazové polymerazové amplifikaci. Tento
test vykazoval 97% citlivost a 97% specificitu pro vSechny testované vzorky a mohl byt dokonéen
do 20 minut (Yang et al., 2016). Real-time RPA s reverzni transkripci slouzi k detekci viru
slintavky a kulhavky do 10 minut (Abd El Wahed et al., 2013) nebo bovinniho koronaviru (Amer
et al., 2013) a pro detekci dalsich virt a bakterii (Euler et al., 2013).
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3.3.3.2 Komercni soupravy

Metodu RPA zkomercionalizovala pouze pro vyzkumné Gcely spoleénost TwistDx, ktera
nabizi celou fadu souprav k amplifikaci DNA nebo RNA (Tab. 4). Souprava RPA obsahuje:
reakéni pufr, roztok octanu hotfecnatého (280 mmol/l), zkumavky s peletami obsahujici
lyofilizovana RPA ¢inidla a kontroly (pozitivni templatova kontrola a pozitivni kontrola primerd,
nebo primertd a sondy) (TwistDX).

Smichanim RPA primert, nebo primerti a sondy s reakénim pufrem a cilovou nukleovou
kyselinou ziskame reakéni roztok. Tento roztok se poté piida do zkumavky s peletou, nasleduje
kratké promichani a centrifugace. Samotna reakce je zahajena aZ po ptidani hoic¢iku. Inkubace
probiha pfti jedné teploté v rozmezi mezi 37—42 °C v zavislosti na pouzité souprave, viz Tab. 4.
Po inkubaci nasleduje detekce RPA produktl, kterou lze provést v realném Case nebo az po
ukonceni reakce. Amplifikované produkty mohou byt vizualizovany pomoci elektroforézy
v agarézovém gelu, real-time fluorese¢ni sondy a lateralniho toku na prouzku (tzv. lateral-flow,
LF). Pti detekci v realném c¢ase jsou vysledky ziskany b&hem inkubaéni doby, do 10 minut. Pro
post-RPA detekci musi byt RPA amplikony nejprve purifkovany a az poté mohou byt separovany
na agarézovém gelu. Pii detekci pomoci lateralniho toku mohou byt pouzity nepurifikované RPA
amplikony a vysledky jsou ziskany do 5 minut po RPA reakci (Daher et al., 2016).

Na trh jsou dodavany také druhové specifické soupravy, napi. k detekci Salmonelly
(TwistGlow® Salmonella), Listerie monocytogenes (TwistAmp® exo+ ListeriaM) nebo

Campylobakterie (TwistAmp® exo+ Campylobacter) (TwistDx).

Tab. 4: Seznam RPA komer¢nich souprav spolecnosti TwistDx (pfevzato a upraveno z Daher
et al., 2016).

Nazev Cilova Inkubace Postamplifika¢ni Detekéni
soupravy @ molekula [°C] purifikace systém®
(TwistAmp®)
Basic DNA 37-39 ano AG
Basic RT RNA 40-42 ano AG
exo DNA 37-39 ne rt
exo RT RNA 4042 ne rt
fpg DNA 37-39 ano, pouze pro r/ AG
AG detekci
nfo DNA 37-39 ano, pouze pro LT/i/AG
AG detekci

(1): RT: reverzni transkripce; exo: Exonukleaza III; fpg: Fpg nukleaza; nfo: Nfo nukledza

(2): AG: elektroforéza v agarézovém gelu, rt: real-time, LT: lateralni tok
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

Pro optimalizaci mykoplazmového detekéniho systému na bazi RPA byly pouzita DNA
izolovand z bunéénych linii napadenych mykoplazmou a syntetické standardy GeneArt Strings:
DNA fragment Mycoplasmy arginini s lokalnim referenénim ¢islem 1929 (Invitrogen,
kat. ¢. 2233049), DNA fragment Mycoplasmy fermentans s lokalnim referen¢nim ¢islem 1930
(Invitrogen, kat. ¢. 2233050), DNA fragment Acholeplasmy laidlawii s lokalnim referenénim
¢islem 1931 (Invitrogen, kat. ¢. 2233051).

— Sekvence pouzitych syntetickych standardi je uvedena v ptilohach, viz Ptiloha 1.

Izolaci DNA provedly laborantky z Laboratore experimentdlni mediciny, UMTM.

4.2 Pouzité chemikalie a soupravy
e depcH.0
e Primer 1562 (Generi Biotech, kat. ¢. 1348U3)
e Primer 1563 (Generi Biotech, kat. ¢. 1348U4)
e Sonda 1565, FAM (Eurogentec, kat. ¢. 6686818)
e Sonda 2198, BHQ-FAM (Generi Biotech, kat. ¢. 17530C7)
e Souprava TwistAmp® exo kit Improved Formulation (TwistDx, kat. €. TAEXO02KIT)
e GoTaq® qPCR Master Mix 2x (Promega, kat. ¢. 0000201701)

— Sekvence pouzitych primert a sond je uvedena v ptilohach, viz Ptiloha 2.

4.3 Seznam pouzitych laboratornich pristroji a pomicek

e Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

Centrifuga/vortex Combi-Spin (Biosan)

e Laminarni box Mars Safety Classe 2 (LaboGene)

Mrazak a chladni¢ka (Gorenje)

Rotilabo®-mini-centrifuga "Uni-fuge" (Carl Roth)
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o Termocyklér: LightCycler® 480 Real-Time PCR systém (Roche), CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

e Vortex mixér VX-200 (Labnet)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

441 Navrh primeri a sondy

Navrh primerit a sondy k detekci mykoplazmy metodou RPA za pouziti soupravy
TwistAmp® exo S naslednym screeningem a vybérem preferovaného paru primeri a sondy byl

proveden Annou Korytdarovou.

Navrh primert a sondy vychdzi z dostupnych informaci zvefejnénych spolecnosti

TwistDx na jejich webovych strankach: https://www.twistdx.co.uk/:

Primery, které jsou navrzené pro metodu PCR, mohou fungovat i v RPA, ale nemusi byt
optimalni pro TwistAmp reakce. Oproti PCR neni teplota tani primeru kritickym faktorem pro
jeho vykon. S velikosti oligonukleotidu klesa schopnost rekombinazovych proteind stimulovat
a dokoncit rekombinaci. Oligonukleotidy kratsi nez 30 nukleotidi mohou byt funkéni, ale jejich
amplifika¢ni kinetika je pomalej$i ve srovnani s primery, jejiz velikost je 30 nukleotidli nebo vice.
Primery s délkou vétsi nez 45 nukleotidii mohou byt také pouzity v TwistAmp reakcich, ale muze
dojit ke zvySeni pravdépodobnosti vzniku sekundarnich struktur, které mohou zpisobit vznik
primerového Sumu. Proto se nedoporucuje navrhovat velmi dlouhé primery. PCR primery funguji
v TwistAmp reakcich odlisné a nelze zatim dostate¢né piedvidat, jak dobie bude konkrétni primer
fungovat na zaklad¢ nukleotidového slozeni, pfestoze byl navrzen software pro design primera
a sond; PrimedRPA (Higgins et al., 2019).

Pti navrhovani primerti je doporu¢ovano vyhnout se sériim jednoho konkrétniho
nukleotidu nebo velkému po¢tu kratkych repetic uvnitt primeru. Pravdépodobné nevhodny mutize
byt i nepiiméfené vysoky (>70%) nebo nizky (<30%) obsah GC. Parovani bazi uvnit a mezi
primery mize vést ke vzniku artefakti (dimery primert)). Je doporuceno se vyhnout také
primertim, které mohou tvofit sekundarni struktury (vlasenky). Doporucena délka amplikonu by

meéla byt 100—200 bp, vyjimeéné az 500 bp.

Design primert se skldda z nékolika kroku:

1. Vybér cilové oblasti
Vybrana oblast uvnit templatu by méla mit ,,primérmné* slozeni nukleotidové sekvence:
e repetitivni sekvence
e malé mnoZstvi pfimych/obracenych repetic, palindroma atd.

e 0bhsah GC mezi 40 % a 60 %
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2. Kandidati primeru
Po stanoveni cilové oblasti, jsou vybrany dvé skupiny oligonukleotidi (forward,

doptedny a reverse, zpétny), které predstavuji kandidatni primery. Kazdy primer ze skupiny
forward muze byt parovan s kazdym primerem ze skupiny reverse. Pro testy, které jsou provadény
pod ¢asovym tlakem a kde neni zasadni optimalni navrh primeri (napf. testovany cil se nachazi
ve vzorcich ve vysoké koncentraci), jSou navrzeny nasledujici hodnoty nastaveni v softwaru pro
PCR (napt. Primer 3, Primer-BLAST):

e velikosti primeru je minimalné 30 a maximalné 36

e maximalni délka jednonukleotidového opakovani je stanovena na 5

e  GC% hodnota primeru je minimaln¢ 20 a maximaln¢ 70

e hodnota Tm (teplota tani) primeru je minimaln¢ 50 a maximaln¢ 100

3. Screening kandidatnich primeri
Jakmile jsou stanoveny pary kandidatnich primert, je posouzen a porovnan jejich
relativni vykon. Mezi kli¢ové parametry vykonu patii ¢as nastupu exponencialni amplifikace,

citlivost a sila fluorescencniho signalu.

TwistAmp exo sonda se skladd z oligonukleotidové patefe, kterd obsahuje abazicky
nukleotidovy analog (zbytek tetrahydrofuranu, THF), ktery obklopuje dT-fluorofor (obvykle
fluorescein), odpovidajici dT-zhase¢ a na svém 3’ konci obsahuje modifika¢ni skupinu (napft.
fosfat, C3-spacer, biotin-TEG nebo amin), aby nedochazelo k prodluzovani sondy polymerazou
(Obr. 6). Jakykoliv fluorescenéni signal vydavany fluoroforem je potlaten zhaseGem. THF
rezidua predstavuji substrat pro Exonukleazu III, ktera je pfitomna v kitu TwistAmp exo.
Exonukleaza III §tépi sondu v misté THF, ¢imz dochazi k odd¢€leni fluoroforu a zhasece a vznika
fluorescencni signal. Tento krok je ucinny pouze tehdy, pokud sonda nasedla na cilovou sekvenci
v amplifika¢nim produktu.

Délka sondy by méla byt 46—52 nukleotidd, pfi¢emz nejméné 30 nukleotidil je umisténo
ve sméru k 5" konci od THF mista a nejméné dalSich 15 nukleotidii je umisténo smérem
k 3" konci od THF. Neexistuje zadné pravidlo, které by popisovalo nejvhodné&jsi polohu sondy
vzhledem k primertim. Je dilezité, aby artefakty primerti nebyly detekovany sondou, k ¢emuz by
mohlo dojit, pokud by sonda ptekryvala primery. Nemély by se také prekryvat primery proti
sméru sondy, aby nedoslo ke vzniku dimera primer-sonda. Primery, které maji stejny smér jako
sonda, mohou piekryvat pouze jeji 5" konec, ale soucasti tohoto prekryvu nesmi byt abazické

misto a ¢ast sondy k 3" konci.
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Obr. 6: Schéma struktury TwistAmp exo sondy a jeji St€peni nukledazou (pievzato
z TwistDXx).

K detekci mykoplazmy pomoci metody RPA za pouZiti soupravy TwistAmp® exo byla
vybrana dvojice primerti 1562, 1563 a sonda 1565, jejichz sekvence jsou uvedeny v Piiloze 2.

Ke kontrole navrzenych primert a sondy pro testovanou sekvenci mykoplazmy byl prof.
Mgr. Jifim Drabkem, Ph.D. pouzit software PrimedRPA (Higgins et al., 2019), ktery v dobé
navrhu nebyl jesté k dispozici. Bohuzel, software PrimedRPA pii zadani vstupni sekvence
mykoplazmy zadné primery a sondy pro RPA nenavrhnul a neobsahuje funkci ohodnoceni

primert, navrzenych mimo tento software.

4,42 Ovéreni funkénosti reagencii k detekci mykoplazmy metodou RPA

K ovéfeni funkénosti primertt 1562, 1563 a sondy 1565 pti amplifikaci syntetického
standardu mykoplazmy s lokalnim referenénim ¢islem 1929 (M. arginini) metodou RPA byla
pouzita souprava TwistAmp exo (TwistDx).

Byla ptipravena smés primert se sondou, viz Tabulka ¢. 5. Pfipravena smés byla
pipetovana do dvou PCR zkumavek po 8 pl. Ke zkumavkam bylo ptidano 29,5 ul pufru Primer
free Rehydration Buffer. Smés byla diikladné zvortexovana a kratce sto¢ena. Nasledné byla smés
pfenesena do dvou zkumavek s reakéni peletou a promichana pipetovanim. Poté byla smés
pipetovana do dvou PCR zkumavek po 16 ul. Do prvni zkumavky bylo pifidano 4,3 ul
syntetického standardu mykoplazmy 1929 o 6 - 107 po¢tu molekul v 1 pl a do druhé zkumavky
4,3 ul depcH20. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 1,2 pl 280mmol/l MgOAc. Pfipravena smés
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byla zvortexovana a kratce sto¢ena. Nasledn¢ byla zmétena fluorescence v termocykléru CFX96
Touch (Bio-Rad) pii teploté 39 °C po dobu 16 minut ve fluorescenénim kanale FAM. Po
4 minutach byl prubeh méteni fluorescence pozastaven a zkumavky byly promichény na vortexu
a kratce stoceny. Nésledné byly zkumavky umistény ve stejné pozici zpét do bloku termocykléru

a fluorescence byla méfena zbylych 12 minut.

Tab. 5: Slozeni smési primerti a sondy pro detekci syntetického standardu 1929 metodou RPA.

Slozka Objem [pl]
Primer 1562 (10 pmol/1) 2
Primer 1563 (10 pmol/1) 2
Sonda 1565, FAM (10 pmol/l) 0,6
depcH.0 54

443 RPA diluéni Fada

Byly pfipraveny dvé diluéni fady se syntetickym standardem mykoplazmy 1929
(M. arginini) ke stanoveni limitu detekce metody RPA za pouZiti soupravy TwistAmp® exo kit
(TwistDx).

Ze syntetického standardu mykoplazmy 1929 o 6 - 107 po¢tu molekul v 1 pl byly
ptipraveny dvé diluc¢ni fady v depcH20 o 3x a 10x fedénich. V prvni dilu¢ni fadé byl kazdy
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Do tfech lyofilizovanych zkumavek s reakéni peletou bylo pfidano 29,5 ul pufru Primer
free Rehydration Buffer. Reakéni pelety byly rozpustény pipetovanim. Obsah vSech tii zkumavek
byl smichan pipetovanim do jedné PCR zkumavky. Nasledné bylo do zkumavky pfidano 0,4 ul
sondy 1565 (koncentrace 100 pmol/l) a 1,2 pl primeru 1562 a 1563 (koncentrace 100 umol/l).
Pfipravena smés byla pipetovana po 7,6 pl do deviti PCR zkumavek. Do zkumavek byla
pipetovana po 2,5 ul pfichystana diluéni fada. Poté byl pfipraven roztok MgOAC, smichanim 5 pl
280mmol/l MgOAc a 20 pl depcH20. Nasledn¢ bylo do PCR zkumavek pfidano po 2,4 ul
nafedéné¢ho roztoku MgOAc. Vzorky byly zvortexovany a kratce stoCeny. Fluorescence byla
méfena za stejnych podminek jako u pfedchoziho pokusu, viz Kapitola 4.4.2. Pokus s diluéni

radou syntetického standardu o 10x fedénich byl proveden ve tiech opakovani.
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Tab. 6: Pocet molekul syntetického standardu mykoplazmy 1929 v 1 ul, ktery se pfidava do

reakce; 3x fedéni.

Redéni Pocet molekul v 1 pl
1 60 220 000
1/3 20073 333
1/9 6691111
1/27 2230370
1/81 743 457
1/243 247 819
1/729 82 606
1/2187 27535
NC -

NC: negativni kontrola

Tab. 7: Pocéet molekul syntetického standardu mykoplazmy 1929 v 1 ul, ktery se pfidava do

reakce; 10x fedéni.

Redéni Pocet molekul v 1 pl

1 60 220 000

10* 6 022 000

102 602 200

103 60 220

10* 6 022

10° 602

10 60

107 6

NC -

NC: negativni kontrola
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4.4.4 Ovéreni funkénosti reagencii pri amplifikaci syntetickych standardd metodou

RPA

K ovéfeni funkénosti primert 1562, 1563 a sondy 1565 pii amplifikaci syntetickych
standarda 1930 (M. fermentans) a 1931 (Acholeplasma laidlawii) metodou RPA byl pouZit stejny
postup jako pro synteticky standard 1929 (M. arginini) (viz Kapitola 4.4.2) s vyuzitim soupravy
TwistAmp® exo kit (TwistDx).

Byla ptipravena smés primert se sondou, viz Tabulka ¢. 8. Smés byla pipetovana po 8 ul
do dvou PCR zkumavek. Ke zkumavkam bylo ptidano 29,5 ul pufru Primer free Rehydration
Buffer. Smés byla dtkladné zvortexovana a kratce stoCena. Nasledné byla smés z kazdé
zkumavky prenesena do jedné zkumavky s reakéni peletou a promichana pipetovanim. Poté byla
smés pipetovana do ¢tyf PCR zkumavek po 16 pl. Nasledné bylo do tfi zkumavek postupné
ptidano po 4,3 ul syntetického standardu DNA a do jedné zkumavky byla pfidana depcH:O.
Zkumavky byly zvortexovany a nasledné sto¢eny. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 1,2 pl
280mmol/l MgOAc. Pfipravena smés byla zvortexovana a kratce stocena. Fluorescence byla

méfena za stejnych podminek jako v kapitole 4.4.2.

Tab. 8: Slozeni smési primert a sondy pro detekei syntetickych standardi metodou RPA.

Slozka Objem [pl]
Primer 1562 (10 pmol/1) 4
Primer 1563 (10 umol/l) 4
Sonda 1565, FAM (10 pumol/l) 1,2
depcH,0 10,8

445 Real-time PCR dilué¢ni Fada

Byly pfipraveny dvé diluéni fady se syntetickym standardem mykoplazmy 1929
(M. arginini) ke stanoveni limitu detekce metody real-time PCR.

Stejné jako u RPA ze syntetického standardu mykoplazmy 1929 0 6 - 107 po&tu molekul
v 1 ul byly ptipraveny dvé dilu¢ni fady v depcH-0 o 3x a 10x fedénich. V prvni dilu¢ni fadé byl

wevr

P24

(Tab. 7).

Byla pfipravena PCR reakéni smés dle Tabulky ¢. 9. Pfipravena reakéni smés byla
pipetovana po 9 ul do 9 PCR zkumavek. Nasledné bylo do zkumavek pipetovano po 1 pl dilucni
fady syntetického standardu (Tab. 6 a 7). Vzorky byly zvortexovany, kratce stoceny a vlozeny do
termocykléru LightCycler® 480 (Roche). Casovy a teplotni pribéh real-time PCR je uveden
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v Tabulce ¢. 10. Pokus s dilu¢ni fadou syntetického standardu 0 10x fedénich byl proveden ve

tfech opakovani.

Tab. 9: SloZeni real-time PCR reakéni smési.

Objem pro 9 Koncentrace Redici Finalni
Reagencie reakei zasobniho faktor koncentrace
[ul] roztoku
Promega pufr 52,7 2X 2 1x
FastTaq
Sonda 2198, BHQ- 0,2 100 pmol/1 500 0,2 umol/Il
FAM

Primer 1562 0,85 100 pmol/1 125 0,8 umol/l
Primer 1563 0,85 100 pumol/l 125 0,8 umol/l
DEPC H;O 40,2 - - -

Celkovy objem 94,8

Tab. 10: Teplotni a ¢asovy profil real-time PCR.

Krok PCR reakce Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Denaturace 95 15 min 1x
Hybridizace primert 95 45s 40x
Findlni syntéza 55 100s
1x
Konec reakce 37 1s

446 Ovéreni funkénosti RPA systému k detekci mykoplazmy v realnych vzorcich

Ovéteni funkénosti primerd 1562, 1563 a sondy 1565 pti amplifikaci DNA izolované
z bunéénych linii k detekci mykoplazmy bylo provedeno pomoci metody RPA za pouziti
soupravy TwistAmp exo (TwistDx).

Do tfech lyofilizovanych zkumavek s reakéni peletou bylo pfidano 29,5 pul pufru Primer
free Rehydration Buffer. Reakéni pelety byly rozpustény pipetovanim. Obsah vsech tii zkumavek
byl smichan pipetovanim do jedné PCR zkumavky. Nasledné bylo do zkumavky ptidano 0,4 pl
sondy 1565 (koncentrace 100 pmol/l) a 1,2 pl primeru 1562 a 1563 (koncentrace 100 umol/l).
Ptipravena smés byla pipetovana po 7,6 pl do deviti PCR zkumavek. Do jednotlivych zkumavek
byla pipetovana po 2,5 pul izolovana DNA ze vzorkti bunéénych linii (vzorek €. 2 a 3) a pozitivni
kontra (vzorek izolovany z bunécné linie obsahujici mykoplazmu) dle rozpisu v Tab. 11.
Zkumavky byly zvortexovany a nasledné stoceny. Poté byl pripraven roztok MgOAc, smichanim
5 ul 280mmol/l MgOAc a 20 ul depcH20. Nésledné bylo do PCR zkumavek ptidano po 2,4 pl
natedéného roztoku MgOAc. Vzorky byly zvortexovany a kratce stoCeny. Fluorescence byla

meéfena za stejnych podminek jako v kapitole 4.4.2.
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Tab. 11: Rozpis pipetovani izolované DNA ze vzorkt buné¢nych linii a pozitivni kontroly.

Vzorek Redéni

2 —

2 10?

3 —

3 10?

3 107
PC 107?
PC 107
PC 10
PC 10

PC: pozitivni kontrola
vzorek €. 2 a 3: DNA izolovana z bunéénych linii

Nésledn¢ byla pfipravena dilu¢ni fada se vzorkem pozitivni kontroly z ptedchoziho
experimentu dle rozpisu v Tab. 12. ke stanoveni limitu detekce metody RPA pro vzorky
Z buné¢nych linii.

Experiment byl proveden dle stejného postupu jako v kapitole 4.4.6. s rozpisem pro

pipetovani dilu¢ni fady vzorku pozitivni kontroly uvedenym v Tab. 12.

Tab. 12: Rozpis pipetovani diluéni fady se vzorkem pozitivni kontroly (PC).

Zkumavka ¢. Redéni
1 107
101
102
102
103
103
10+
10
10°

OO (N[O |UI|B[W|N
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5 Vysledky

5.1 Navrh primeri a sondy

Primery a sonda k detekci mykoplazmy pomoci metody RPA za pouziti soupravy
TwistAmp exo byly navrzeny Annou Korytafovou podle postupu zvetejnéného spole¢nosti

TwistDx na svych webovych strankach: https://www.twistdx.co.uk/.

V této dobé nebyl jeste k dispozici software PrimedRPA (Higgins et al., 2019), ktery
slouzi k navrhu primerd a sond pro testy vyuzivajici rekombinazovou polymerazovou
amplifikacni reakci. Proto byl tento software pouZit az po svém zvefejnéni se snahou zkontrolovat
teoretickou funk¢nost navrzenych primerd a sondy. Podle softwaru PrimedRPA nejsou navrzené
primery a sonda optimalni pro pouziti v testech zalozenych na metodé RPA. Software
PrimedRPA nebyl schopen navrhnout zadné primery a sondy pro testovanou sekvenci

mykoplazmy.

5.2 Optimalizace metody RPA k detekci mykoplazmy

Na zaklad¢ provedeného screeningu nékolika navrzenych primert a sond Annou
Korytafovou byla vybrana dvojice primeru; 1562 (forward), 1563 (reverse) a sonda 1565
k optimalizaci metody RPA pro detekci mykoplazmy.

Nésledné¢ bylo nutné ovéfit funkcnost téchto reagencii pii amplifikaci syntetického
standardu M. arginini s referen¢nim ¢éislem 1929. Ktomuto testu byla pouzita souprava
TwistAmp® exo od firmy TwistDx, kterd detekuje amplifikované produkty v redlném case,
pomoci fluorescenéni sondy. Na Grafu ¢. 1 vidime, ze amplifikaéni kiivka syntetického standardu
mykoplazmy 1929 stoupa velmi brzy (ve 3. minut¢) a ma sigmoidni tvar, zatimco
u vzorku negativni kontroly (beztemplatova kontrola, ozna¢ena jako NC) nedoslo k amplifikaci.
Na zékladé tohoto vysledku byla potvrzena u¢innost navrzenych primert 1562, 1563 a sondy
1565 v RPA reakci. Kombinace téchto primert a sondy byla nasledné pouZita pro dalsi testy,

které vedly k optimalizaci mykoplazmového detekéniho systému na bazi RPA.
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Graf 1: Amplifikacni kiivka syntetického standardu mykoplazmy 1929 a negativni kontroly pii
RPA.

NC: negativni kontrola

1929: synteticky standard M. arginini s referen¢nim ¢islem 1929

Ke stanoveni detek¢éniho limitu metody RPA byly piipraveny dvé dilu¢ni fady se
syntetickym standardem mykoplazmy 1929 (M. arginini) o po¢tu molekul 6 - 107 v 1 ul depcH-0O
0 3x a 10x fedénich, za pouziti soupravy TwistAmp® exo kit (TwistDx).

Na Grafu €. 2 Ize pozorovat amplifika¢ni kfivky syntetického standardu mykoplazmy
1929 z dilu¢ni fady o 3x fedénich, které nevykazuji standardni prubéh, ktery bychom ocekavali
na zakladé zkusenosti s PCR. U vzorku s fedénim 1, 1/3 a 1/9 dochazi v 5. minuté ke strmému
zvednuti kiivky, po kterém nasleduje pokles az pod linku prahové hodnoty. Linka prahové
hodnoty byla nastavena na zakladé ptedchozich pokust s negativnimi kontrolami, které se po

celou dobu nezvedly nad fluorescen¢ni hodnotu 50. Negativni kontrola nebyla amplifikovana.
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Graf 2: Amplifika¢ni kiivky dilu¢ni fady syntetického standardu mykoplazmy 1929 ziskané pti
RPA; 3x fedéni.

NC: negativni kontrola
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Dale byla provedena dilu¢ni fada se syntetickym standardem mykoplazmy 1929
v depcH20 o 10x fedénich, ve tfech opakovani (A, B, C), viz Graf ¢. 3. Stejné jako v dilu¢ni fadé
o 3x fedénich (Graf 2) vykazuji i amplifika¢ni kiivky dilu¢ni fady o 10x fedénich nestandardni
prabéh. V grafech A a B lze pozorovat, ze u vzorku s fedénim 107 nedoslo k amplifikaci, coz
neplati u grafu C, kde k amplifikaci tohoto vzorku doslo. Lze tedy fici, Ze vV n€kterych piipadech
muize dochazet k amplifikaci vzorki az po fedéni 107, ale spolehlivéji k ni dochazi jen po fedéni
105, Detekeni limit metody RPA je pii fedéni zasobniho standardu 10 (fedéno milionkrat), coz
odpovida 60 molekulam syntetického standardu mykoplazmy nal pl. U vzorka
s fedénim 1 (nefedéno) nebo 10 a v piipadé grafu C i vzorku 102 byl po 5. minuté pozorovan
nardst amplifikace nad linku prahové hodnoty, avSak v n¢kterych piipadech nasledné doslo
K vyraznému poklesu amplifikac¢nich kiivek. Ve vSech tfech opakovanich této diluc¢ni fady

nedoslo k amplifikaci vzorkli negativni kontroly (NC).
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Graf 3: Amplifikaéni kiivky diluénich fad syntetického standardu mykoplazmy 1929 ziskané pii
RPA ve tiech opakovanich (A, B, C); 10x fedéni.

NC: negativni kontrola
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Dalsim krokem k optimalizaci mykoplazmového detekéniho systému na bazi RPA bylo
oveéfeni funkcnosti primerd 1562, 1563 a sondy 1565 pfi amplifikaci dalSich syntetickych
standardd; 1930 (M. fermentans) a 1931 (Acholeplasma laidlawii) podle designu pro synteticky
standard 1929 (M. arginini) (viz Kapitola 4.4.2.), za pouziti soupravy TwistAmp® exo kit
(TwistDx). Na Grafu ¢. 4 l1ze pozorovat, Ze u vSech vzorkl syntetickych standardt doslo
k amplifikaci. Nejdiive byl pozorovan nartst amplifikace u syntetického standardu 1929
(ptiblizné 2. minuta), dale nasledoval synteticky standard 1930 (pfiblizné 5. minuta) a posledni
byl synteticky standard Acholeplasmy laidlawii s referen¢nim ¢islem 1931 (11. minuta). Pouze
amplifikac¢ni ktivky syntetickych standardi 1929 a 1930 maji tvar pfipominajici Standardni
sigmoidni PCR ktivku. U vzorku negativni kontroly nedoslo k amplifikaci. Na zaklad¢ vysledku
je ziejmé, ze metodou RPA lze detekovat vice druht tiidy Mollicutes zpisobujicich kontaminaci

bunécnych kultur. Tato zkiizena reaktivita neni na Skodu.
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Graf 4: Amplifikacni kiivky syntetickych standardi s referencnim ¢islem 1929, 1930, 1931
a negativni kontroly ziskané pii RPA.

NC: negativni kontrola
1929: synteticky standard M. arginini s referen¢nim ¢islem 1929
1930: synteticky standard M. fermentans s referen¢nim ¢&islem 1930

1931: synteticky standard Acholeplasmy laidlawii s referenénim ¢islem 1931

Pro porovnani detekéniho limitu metody RPA sreal-time PCR byly pfipraveny dvé
real-time PCR dilu¢ni fady se syntetickym standardem mykoplazmy 1929 (M. arginini) o poctu
molekul 6 - 107 v 1 ul depcH,0 0 3x a 10x fedénich.

Na Grafu ¢ 5 lze pozorovat PCR amplifikacni kiivky syntetického standardu
mykoplazmy 1929 z dilu¢ni fady o 3x fedénich, které oproti amplifikacnim kiivkam z RPA

dilu¢ni fady o 3x fedénich vykazuji standardni prabéh. Jednotlivé vzorky se postupné amplifikuji
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Vv zavislosti na fedéni (na po¢tu molekul templatu) a maji typicky sigmoidni tvar. U vzorku
negativni kontroly byl pozorovan zdvih amplifikaéni kiivky, ktery byl pravdépodobné zpiisoben
tvorbou primerovych dimert. K rozliSeni amplifikace specifickych produkti od tvorby
primerovych dimert slouzi analyza teploty tani (melting temperature, Tm). Zdvih amplifika¢ni
ktivky negativni kontroly byl pozorovan se znacnym zpozdénim oproti vzorkiim syntetického
standardu mykoplazmy 1929. Lze tedy fici, Zze vzorky, které se amplifikuji az po 30. cyklu

muizeme povazovat za negativni.

Ampification Curves

=
=

Fluorescence (465-510)

&

1 2 3 4 5 [} 7 8 9 10 mn 12 13 14 15 16 17 18 13 20 2 2 23 24 ) 26 2 2 23 1} El R n kL) B * k1 B < | 40
Cycles

Graf 5: Amplifika¢ni kiivky real-time PCR dilu¢ni fady syntetického standardu mykoplazmy
1929; 3x fedéni.

NC: negativni kontrola

Nasledné byla provedena dilu¢ni fada se syntetickym standardem mykoplazmy 1929 (M.
arginini) v depcH20 o 10x fedénich, ve tiech opakovanich (A, B, C), viz Graf 6. Amplifikac¢ni
ktivky jednotlivych vzorkti syntetického standardu mykoplazmy 1929 vykazuji standardni
prubéh, ve srovnani s amplifikaénimi kiivkami z RPA dilu¢ni fady o 10x fedénich. Ve vSech tiech
opakovanich doslo k amplifikaci vzorku s fedénim 107 az po 30. cyklu, Ize tedy tento vzorek
povazovat za negativni. Dale pak u grafu B byl po 30. cyklu amplifikovan jesté vzorek s fedénim
10%. Na zakladé vysledkl lze ¥ici, Zze v n&kterych ptipadech dochazi k amplifikaci vzorki po
fedéni 10°®, ale spolehlivéji k ni dochazi az po fedéni 10°°. Detekéni limit metody real-time PCR
je pii fedéni 10, ¢emuz odpovida 60 molekul syntetického standardu mykoplazmy na 1 ul. Ve
vsech tfech opakovanich této dilu¢ni fady doslo k amplifikaci vzorki negativni kontroly (NC) az
po 30. cyklu, tudiZ je mizeme povazovat za negativni.

V Tabulce ¢. 13 jsou uvedeny koncentrace vzorkl zreal-time PCR dilu¢ni fady
o 10x fedénich pro vSechna opakovani. Koncentrace vzorki byla spocitana na zaklad¢ analyzy

Abs Quant/Fit Points, ktera je soucasti termocykléru LightCycler® 480 (Roche).
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Graf 6: Amplifika¢ni kiivky real-time PCR dilu¢ni fady syntetického standardu mykoplazmy
1929 ve tfech opakovanich (A, B, C); 10x fedéni.

NC: negativni kontrola
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Tab. 13: Koncentrace jednotlivych vzorku real-time PCR diluéni fady, vypo¢tena PCR softwarem
z kalibra¢ni kiivky pro vSechna opakovani (A, B, C); 10x fedéni.

Redéni Koncentrace (A) Koncentrace (B) Koncentrace (C)
vzorku [pocet molekul v 1 nl] [pocet molekul v 1 pl] [pocet molekul v 1 pl]
1 1,22 - 10’ 2,16 - 107 1,67 - 10’
10 9,93-10° 1,75- 10° 1,39 - 10°
10 8,74 - 10* 8,76 - 10* 4,14 - 10
10° 6,98 - 10° 4,64 -10° 7,37 - 10°
10* 1,29 -10° 364 685
10° 97 37,10 161
10° 10,80 - 12,80
10-7 i — —
NC - - -

NC: negativni kontrola

Na UMTM probih4 rutinni testovani bunéénych linii na ptitomnost mykoplazmy pomoci

metody real-time PCR. Proto bylo provedeno srovnani RPA se standardni PCR metodou v ostrém

rezimu, srealnymi vzorky bunécnych linii, u kterych pfed provedenim testu nebyl znadm

mykoplazmovy status.

Testovani obéma metodami byly podrobeny 2 vzorky bunéénych linii a jedna pozitivni

kontrola (vzorek izolovany z bunéné linie obsahujici mykoplazmu). Na Grafu ¢. 7 1ze pozorovat,

7e doslo k PCR amplifikaci pouze pozitivni kontroly (PC), zatimco u zbylych vzorka bunéénych

linii K amplifikaci nedo$lo. Z toho vyplyva, Ze vSechny testované bunééné linie nebyly

kontaminovany mykoplazmou.

Tento pokus byl proveden Bc. Renatou Burianovou
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Graf 7: Amplifika¢ni kiivky vzorkd bunéénych linii ziskané pti real-time PCR analyze.

PC: pozitivni kontrola

2,3: vzorky bunécénych linii

K ovéfeni funkénosti RPA systému k detekci mykoplazmy v realnych vzorcich byly na
zakladé predchoziho pokusu vybrany vzorky bunéénych linii s ¢isly 2 a 3 a pozitivni kontrola. Na
Grafu ¢. 8A lze pozorovat amplifikaéni kiivky vzorkl pozitivni kontroly fedénych 102 a 1073,
které maji téméf standardni sigmoidni tvar. U vzorkt buné¢nych linii oznacenych ¢. 2 a 3 nedoslo
k amplifikaci. Pro detailn&jsi nahled amplifika¢nich ktivek je na Grafu ¢. 8B zobrazena
logaritmicka stupnice. Lze fici, ze vysledek metody real-time PCR Kkoreluje s vysledky ziskanymi
pii metodé RPA. Vzorky bunéénych linii s ¢isly 2 a 3 nebyly infikovany mykoplazmou a nedoslo

v jejich zkumavkach k amplifikaci. Zatimco vzorek pozitivni kontroly byl amplifikovan.
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Graf 8: Amplifikacni kiivky vzorki bunéénych linii s Cisly 2 a 3 a pozitivni kontroly
ziskané pii RPA.

PC: pozitivni kontrola
modrou barvou je oznacen vzorek bunééné linie €. 2 a jeho piislusna fedéni

¢ervenou barvou je oznacen vzorek bunééné linie €. 3 a jeho pfislusna fedéni

Nasledné byla se vzorkem pozitivni kontroly vytvotena dilu¢ni fada dle rozpisu v Tabulce
¢. 12 ke zjisténi detek¢éniho limitu metody RPA pfii pouziti redlnych vzorkd. Kazdé fedéni
pozitivni kontroly bylo vytvoteno v duplikatu (kromé fedéni 10°). Na Grafu ¢. 9A Ize pozorovat
amplifikaéni kiivky pozitivni kontroly s fedénim 107, 102 a 103, které vykazuji témé&f sigmoidni
tvar. U pozitivniho vzorku s fedénim 10 Ize v jednom piipadé pozorovat mirnou amplifikaci,
ktera ptesahuje linku prahové hodnoty t&sné pied ukondenim analyzy. Vzorek s fedénim 10°
nebyl amplifikovan. Pro detailngjsi nahled amplifika¢nich kiivek je na Grafu ¢. 9B zobrazena
logaritmicka stupnice. Na zakladé vysledkt Ize fici, ze detekcni limit metody RPA pro realné

vzorky je pii fedéni 107 (tisicinidsobné fedéni).
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Graf 9: Amplifikacni kiivky diluéni fady pozitivni kontroly ziskané pii RPA.

PC: pozitivni kontrola
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6 Diskuse

Mykoplazmy jsou prokaryotické organismy, které zpuisobuji infekce bunéénych kultur
(Greenwood et al., 1999; Sebek, 2018). Kontaminace bunéénych linii mykoplazmou piedstavuje
hlavni problém techniky bunéénych kultur (Drexler et Uphoff, 2002). K detekci velmi rané faze
infekce nebo v ptipadech, kdy je potladen rist mykoplazmy (napf. béhem oSetieni bunéénych
kultur antibiotiky za uc¢elem odstranéni kontaminace) je vyzadovana vysoka citlivost detekénich
metod (Drexler et Uphoff, 2002). Metoda PCR se bézné pouziva K citlivé a rychlé detekci
kontaminace bunéénych kultur a identifikaci mykoplazem (Rawadi et Dussurget, 1995). PCR
patii mezi neizotermalni metody, které vyzaduji naro¢né pfistrojové vybaveni, a proto je nelze
pouzit pro testovani v terénu. Pred nékolika lety doslo k rozvoji izotermalnich amplifika¢nich
technik, které nevyzaduji naro¢né piistrojové vybaveni a lze je pouzit pro POC diagnostiku (Li
et Macdonald, 2015). Mezi izotermalni techniky patii napt. metoda RPA, ktera se pouziva
k identifikaci celé fady patogent (Daher et al., 2016).

Cilem diplomové prace byl vyvoj a validace typiza¢ni soupravy TwistAmp® exo
k detekci mykoplazmy v bunéénych kulturach pomoci metody RPA.

Byla ovéfena funkénost navrzenych primert a sondy pifi amplifikaci syntetickych
standardd M. arginini, M. fermentans a Acholeplasmy laidlawii metodou RPA za pouziti
soupravy TwistAmp® exo (Graf 4). Zkiizena reaktivita neni v tomto testovani na Skodu
a lze pomoci ni detekovat vice druhu téidy Mollicutes zpisobujicich kontaminaci bunéénych
kultur. V RPA diluénich fadach o 3x a 10x fedénich syntetického standardu M. arginini
(Graf 2 a 3) byl u vzorki s vysokym poc¢tem molekul pozorovan na zacatku detekce nartist
amplifikace, po kterém nasledoval vyrazny pokles amplifikace pod linku prahové hodnoty. Na
zakladé vysledkt hypotetizovat, Ze pravdépodobné dochazi u vzorki s vysokym po¢tem molekul
ke zhaseni fluorescence. Rohrman et Richards-Kortum (2015) ve své studii zjistili, ze vysoka
celkova koncentrace vstupni DNA ma negativni vliv na citlivost metody RPA (zabranuje
amplifikaci cilové DNA). Vysoce koncentrované vzorky predstavuji problém v piipadé,
kdybychom pouzili metodu s detekci amplikoni az na konci testu. V takovém ptipadé bychom
nepozorovali zadny signal a mykoplazma by nebyla viibec detekovana. Proto je vhodné pouzit
k detekci mykoplazmy metodu s detekci v realném case, coz Ssebou nese nevyhodu pro
ptipadnou POC aplikaci — je nutné vyuzit pfistroj ke snimani fluorescence (termocyklér nebo
dedikovany pfistroj vyrabény TwistDx). Amplifika¢ni kiivky RPA dilu¢nich fad syntetického
standardu M. arginini o 3x a 10x fedénich (Graf 2 a 3) nevykazuji standardni prubéeh, ktery je
naopak pozorovan v real-time PCR dilu¢nich fadach syntetického standardu M. arginini
0 3x a 10x fedénich (Graf 5 a 6). Zména nastava v ptipadé RPA amplifika¢nich kiivek realnych

vzorki (Graf 8 a 9), které svym tvarem pfipominaji téméi sigmoidni PCR kiivku. Na zakladé

44



vysledkd Ize Fici, Ze RPA amplifika¢ni kiivky se 1isi svym tvarem na zakladé vzorku pouZitého
k amplifikaci.

Ke stanoveni detek¢niho limitu metody RPA byla pfipravena dilu¢ni fada syntetického
standardu M. arginini o 10x fedénich. Detekéni limit metody exo-RPA byl 60 molekul
syntetického standardu mykoplazmy M. arginini na 1 pl (Graf 3). Pro porovnani detekéniho
limitu metody RPA s real-time PCR byla pfipravena real-time PCR dilu¢ni fada se syntetickym
standardem M. arginini o 10x fedénich (Graf 6). Detekéni limit real-time PCR byl stejny jako u
metody RPA, 60 molekul syntetického standardu M. arginini na 1 ul. Na zaklad¢ vysledku 1ze
fici, ze exo-RPA je stejné citliva jako standardni metoda real-time PCR. Stejnych vysledku
dosahli i Wang et al. (2017), kteti porovnavali detekéni limit metody exo-RPA s real-time PCR
(102 kopii/reakce) k detekci ko¢i¢iho herpesviru typu 1 (FHV-1). Také Geng et al. (2017) ve své
studii zjistili, ze detekéni limit metody exo-RPA k detekci psiho parvoviru typu 2 (CPV2) byl
stejny jako v ptipad& metody real-time PCR (10! kopii/reakce).

Ke stanoveni detek¢éniho limitu metody RPA pro realné vzorky, byla pfipravena dilu¢ni
fada (Tab 12) se vzorkem, ktery byl pozitivné testovan na piitomnost mykoplazmy metodou
real-time PCR (Graf 7). Detekéni limit metody exo-RPA pro realné vzorky bunéénych linii je pfi
fedéni 107 (Graf 9). V budoucnu by méla byt provedena real-time PCR dilu¢ni fada stejného
vzorku pro porovnani detekéniho limitu téchto metod.

Vyhodou testl zalozenych na metodé RPA je rychlost, specificita a cenova dostupnost
(Daher et al., 2016). Metodou Real-time PCR trvala detekce syntetického standardu M. arginini
ptiblizné 3 hodiny, zatimco za pouziti metody exo-RPA byla tato detekce zkracena na 16 minut.
Stejnych vysledkd dosahli i Geng et al. (2017), kteti ve své studii porovnavali dobu b&hu testu
exo-RPA k detekci CPV-2, ktera trvala 4—12 minut, zatimco v piipadé¢ real-time PCR byla tato
doba 32-54 minut. Daher (2015) ve své diserta¢ni praci porovnal cenu jednoho real-time PCR
testu pro prukaz streptokokt skupiny B neboli Streptococcus agalactiae (GBS), ktera byla
35 USD, zatimco cena jednoho testu za pouziti metody RPA by mohla byt ptiblizné 10 USD.

Ishikaw et al. (2006) vyvinuli rychlou a jednoduchou metodu k detekci mykoplazmy
Vv bunéénych kulturdich za pouziti metody real-time PCR s detekci amplikoni pomoci
interkalak¢niho ¢inidla SYBR green. Detek¢ni limit tohoto testu je 100 fg genomické DNA
M. hyorhinis. Podobny detekéni limit ma i genomicka DNA izolovana z M. orale nebo
M. salivarium. Nevyhodou metod zalozenych na PCR je jejich omezené pouziti v situacich, kdy
je kontaminace zptisobena mykoplazmou pochazejici z nezndmého druhu, jehoz sekvence je
znaéné odli$na od béZnych druhtt mykoplazem. V takovém piipadé je vhodné pouzit metody
zalozené na DNA fluorochromovém barveni (napf. nespecifické Hoechstovo barveni). Avsak
fluorescencni barveni mize vést k nejasnym nebo fale$né pozitivnim vysledklim v pfitomnosti

jadernych zbytkli po bunécné smrti. Proto je vhodné ke zvySeni spolehlivosti detekce
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mykoplazmové kontaminace pouZzit metody, které se lisi principem detekce napf. metody
zalozené na PCR a fluorescencni barveni DNA.

Pro validaci soupravy exo-RPA k detekci mykoplazmy v bunéénych kulturach bude
potieba provést test na specificitu s jinymi bakteriemi zpasobujicich kontaminaci bunéénych
kultur, nap#. rody Staphylococcus, Streptococcus nebo Escherichia (Sebek, 2018) a test na

senzitivitu s vétsim poctem realnych pozitivnich a negativnich vzorkt z bunénych linii.
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7  Zavér

Cilem diplomové prace byl vyvoj a validace typizacni soupravy TwistAmp® exo
k detekci mykoplazmy pomoci RPA.

Primery a sonda k detekci mykoplazmy pomoci metody exo-RPA byly navrzeny Annou
Korytafovou za vyuziti volné pristupnych internetovych softwarti a informaci zvefejnénych
spolecnosti TwistDx. Nasledné¢ byla ovéfena funkcnost téchto reagencii pii amplifikaci
syntetickych standardd M. arginini, M. fermentans a Acholeplasmy laidlawii. Vysledky
potvrdily, Ze pomoci metody exo-RPA lIze detekovat vice druhi tiidy Mollicutes zpuisobujicich
kontaminaci bunéénych kultur. Ke stanoveni detekéniho limitu metody RPA byla pfipravena
dilu¢ni fada syntetického standardu M. arginini o 10x fedénich, ktera byla porovnana s dilu¢ni
fadou ziskanou béhem metody real-time PCR. Detekéni limit obou metod byl stejny, 60 molekul
syntetického standardu M. arginini na 1 ul. Lze tedy fici, Ze citlivost metody exo-RPA je
srovnatelna s real-time PCR. V realném nakazeném (pozitivnim) vzorku bunétné linie byla
ptitomnost mykoplazmy spolehlivé prokazana i pfi tisicinasobném fedéni. Metoda RPA ma ve
srovnani s real-time PCR vyhodu v jednoduchosti, rychlosti a finan¢ni dostupnost.

Mykoplazmovy detekéni systém na bazi rekombinazové polymerdzové amplifikacni
reakce jesté¢ neni zvalidovany tak, aby mu bylo mozno udélit certifikaéni znatka CE-IVD,
poptipad¢ aby se metoda dala zakreditovat dle normy ISO15189. V budoucnu bude nutné stanovit
specificitu a senzitivitu na vét§im poctu pozitivnich a negativnich vzork bunéénych linii. Na
zaklad¢ dosavadnich vysledkt této prace ma RPA vysoky potencial k tomu stat se alternativou
metody real-time PCR k detekci mykoplazmové infekce v bunécnych kulturach, i pies svoji

odlisnou dynamiku.
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9 Prilohy
Priloha 1: Nukleotidové sekvence pouzitych syntetickych standardu.

Pfiloha 2: Nukleotidové sekvence pouzitych primera a sond.
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Ptiloha 1: Nukleotidové sekvence pouzitych syntetickych standarda.

Oznaceni | Smér Sekvence (5°-3)
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGATCATTAGTCGGTGGAGAGT TCACTGACGCAGCTAACGCAT
TAAATGATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGTGAAACTTAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGAT
ACGCGGAGAACCTTACCCACTCTTGACATCCTTCGCAATGCTATAGAGATATAGCGGAGGTTAACGGAGTGACAGATGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT

Svnteticke CGTGTCGTGAGATGTTTGGTCAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTATCTTTAGTTACTAACGAGTCATGTCGAGGACTCTAGAGATACTGCCTGGGT

yntetieky AACTGGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGAGAAGCAATATGG

standard = CGACATGGAGCAAATCTCAAAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAATTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCTA
CGCTGCGGT
1929
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGATCATTAGCTGATGGGGAACTCATCGGCGCAGCTAACGCATTARATGA
TCCGCCTGAGTAGTACGTTCGCAAGAATAAAACTTAAAGGAATTGACGGGGATCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTTGAAGATACGCGTA
GAACCTTACCCACTCTTGACATCTTCTGCAAAGCTATGGAGACATAGTGGAGGTTAACAGAATGACAGATGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG

Svnteticke E TGAGATGTTTGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTAGTTACTACCATTTAGT TGAGGACTCTAAGGAGACTGCCCGAGTAATCGGGAG

ynteticky GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCTCTTACGAGTGGGGCAACACACGTGCTACAATGGCCGGTACAAAGAGAAGCGAAGTGGTGACATGGA

Standard GCAAACCTCAAAAAACCGGTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCTACGCTACGGT
GAATACGTTC

1930
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGAACTAAGTGTTGGGCAAAAGGTCAGTGCTGCAGTTAACGCATTAAGTTCTCCGCC
TGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTCAAAGGAATTGACGGGACCCCGCACAAGCGGTGGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACAACGAAAAAC
CTTACCAGGTCTTTGACATACTCTGCAAAAGGCTTAGAAATAAGTCCGGAGGCTTACAGATGTACAGGTGGTGCACGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGT

Svnteticke E GAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGCTAGTTACCATCATTAAGT TGGGGACTCTAGCGAGACTGCCAGTGATAAATTGGAG

yntetieky GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAACCTGGGCTACCAAACGTGATACAATGGCTGGAACAAAGAGAAGCGATAGGGTGACCTG

standard GAGCGAAACTCACAAAAACAGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCCCAAATCAGCATGTTGCGG
TGAATACGTTC
1931

F: forward




Ptiloha 2: Nukleotidové sekvence pouzitych primerti a sond.

Oznaceni | Smér Sekvence (5°-3)
Primer F ATCCGCCTGAGTAGTATGCTCGCAAGAGTG
1562
Primer F CATTGTAGCACGTGTGTTGCCCCACT
1563
Sonda F AACGGAGTGACAGATGGTGCATGGTTGTCG1CAZC2CGTGTCGTGAGATGTT
1565
Sonda F ATCCGCACAAGCGGTGGAGC
2198

F: forward, R: reverse




