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Abstrakt

Erwinia amylovora je fytopatogenni bakterii zpusobujici spalu razovitych
rostlin. Jedna se o zavazné onemocnéni ovocnych stromi, které ohrozuje okolo 200
druht rostlin z ¢eledi Rosaceae (ruzovité). Na tuto bakterii se vztahuji ptisna
karanténni opatfeni. V soucasnosti je tento patogen rozsiien po celé Evrop¢, Blizkém
vychod¢, Stfedomoti, Novém Z¢landu, ve Spojenych statech a mnoha dalSich
oblastech. Mezi symptomy onemocnéni patii spala listl, korové nekrdzy, sekrece
bakterialniho slizu z plodi a dalSich napadenych mist, vodnaténi plodi. K rychlému
Sifeni bakterialnich bun¢k pfispiva opylujici hmyz s jehoz pomoci patogen infikuje
kvéty a posléze dalsi ¢asti rostliny. Proti tomuto patogenu neni na uzemi evropského
kontinentu jiné ochrany, nez Slechténi na rezistenci, karanténni opatieni a vyuziti
antagonistickych bakterii. Z toho plyne, ze Casné rozpoznani ptiznaka je klicové
v zabranéni vétSich Skod. Pro diagnostické ucely bylo vyvinuto mnoho technik od
kultivaénich metod, az po sérologické a molekularné genetické metody. V této praci
pfinaSim popis nékterych z téchto metod se zaméfenim na techniku LAMP (loop-
mediated isothermal amplification), kterd je nejen diky jejimu prubé¢hu za
izotermickych podminek velice rychla, citliva a také levnéjsi oproti jingym metodam.
Jelikoz je Erwinia amylovora patogenem, ktery se rychle §iti, zda se byt LAMP

velmi slibnym diagnostickym nastrojem.

Kli¢ova slova: Erwinia, amylovora, spala rizovitych rostlin, LAMP, loop-mediated

isothermal amplification



Abstract

Erwinia amylovora is phytopathogenic bacterium which causes serious plant
disease Fire Blight on pome-fruit and surrounding 200 Rosaceae species. Today this
disease is spreading across Europe, the Near East, the Mediterranean, New Zealand,
the United States and many other countries. Fire Blight is a very destructive disease.
Among the symptoms are scorched leaves, necrosis, cankers, secretion of ooze from
fruit and other affected location and watering from fruits. Insects like bees can
transport bacterium cells into other blossoms and trees. Due to this fact Fire Blight
can spread very quickly and destroy harvests, damage trees and even destroy
orchards. There is no protection in Europe except resistence breeding, quarantine
arrangement, or using antagnonistic bacterium. Early recogntion of Fire Blight
symptoms is a key step in the prevention of more severe consequences. There are
many tools in diagnosing Erwinia amylovora including the observation of symptoms,
cultivation methods, serological or molecular biological techniques among others. In
this paper | demonstrate some of these detection techniques. As the quick detection
of Erwinia amylovora is important, | summarize the molecular detection technique
LAMP (loop-mediated isothermal amplification), which is a quick, low-cost and very
sensitive technique besides other methods because of the isothermal conditions for
amplification. Because of this, LAMP may be a suitable diagnostic tool for the

detection of Erwinia amylovora.

Keywords: Erwinia amylovora, Fire Blight, LAMP, loop-mediated isothermal
amplification
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1. UVOD

Bakterie znama pod nazvem Erwinia amylovora (Burrill 1882) Winslow et al.
1920 je u nas (i v mnoha dalSich zemich svéta) zafazena do seznamu karanténnich
organismi. Bakterialni spala razovitych rostlin, kterou tento patogen zpusobuje, je
zavazné onemocnéni pro mnoho rostlin z ¢eledi Rosaceae (ruzovité) (Yaich a kol.,
2011). U napadenych rostlin se toto onemocnéni krom¢ dalSich symptomd, které
budou v této praci popsany, typicky projevuje tvorbou nekrotickych 1ézi (Kudela,
1990). Pravé odumirani ¢asti rostlin ma pak za nasledek obrovské ekonomické ztraty
(Smits a kol., 2010). Podle Kuadely (2002) je spala razovitych jednim z vibec
nejdestruktivnéjSich onemocnéni rostlin. Bakterie ohrozuje hospodaiské dieviny z
podceledi jablonovité, ale 1 okrasné a divoce rostouci rostliny (Ktdela a kol., 2002).
Toto onemocnéni ma celosvétovy ekonomicky dopad na svétovou produkci jablek a
hrusek. Jedna se o vibec prvniho pozorovaného rostlinného patogena bakteridlniho
pavodu (Smits a kol., 2010). Proti Erwinia amylovora neexistuje zadny u¢inny zasah
krom¢& prevence a vCasné diagnostiky. Jako nastroj, ktery muze v tomto ohledu
pomoci se nabizi (kromé konvenénich diagnostickych technik) metoda LAMP.

LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) je pomérné novou technikou
vyuzivanou pro amplifikaci nukleovych kyselin (Ziros a kol., 2012). Umoznuje
rychlou amplifikaci za izotermickych podminek (Njiru a kol., 2008). Byla jiz pouzita
pro detekci mnoha infekénich puvodci onemocnéni z fad bakterialnich, virovych,
houbovych a parazitickych agens (Zhou a kol., 2011). Pro reakci je zapotiebi celkem
Ctyf, az Sesti specialné navrzenych primert, které jsou komplementarni k Sesti, az
osmi rozpoznavacim sekvencim amplifikované DNA. Izotermické prostiedi je
zajisténo napf. pomoci zahfivaciho bloku. Muze byt pouzito i thermocykleru pro
PCR. Beéhem reakce se uvoliuje pyrofosfat, ktery umoziuje vizualizaci (Dhama a
kol., 2014). Vysledek tak 1ze vyhodnotit jiz pouhym okem, optimalné na agarézovém
gelu elektroforeticky, nebo ptfidanim flurescenéniho barviva a vyhodnoceni pod UV
lampou. Mezi velké piednosti LAMP se fadi minimalni potfeba technického
vybaveni a mens$i Casova naro¢nost (Nakao a kol., 2010). Pravé diky rychlosti
provedeni 1 nizkym nakladim se metoda jevi jako vyhodnd pro rutinni testovani

vzorkd k detekci Erwinia amylovora (Katuzna a kol., 2013).
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Popis a vyznam patogena

Puvodce spaly razovitych rostlin pochazi ze severni ¢asti Amerického
kontinentu. V poslednich letech bylo popsano vice patogennich druhti rodu Erwinia
projevujicich se obdobnymi pfiznaky jako spala rizovitych rostlin. Naptiklad
Erwinia piriflorinigrans Lopez et al. 2011, Erwinia pyrifoliae Kim et al. 1999, nebo
Erwinia uzenensis Matsuura et al. 2012. Dale byly na ovocnych stromech nalezeny
dvé bakterie Erwinia billingiae Mergaert et al. 1999 a Erwinia tasmaniensis
Geider et al. 2006. O téchto druzich neni zatim znamo tolik, jako o Erwinia
amylovora. Onemocnéni zpusobované touto bakterii ma vazné ekologické i
ekonomické nasledky. Napiiklad v devadesatych letech bylo pouze v Italii pfi¢inou
bakterialni spaly zniceno vice nez pal milionu ovocnych stromt. V roce 2007 se
spala riizovitych rostlin vyskytla na nékolika mistech Svycarska. Skoda byla tehdy
vy¢islena na 27,5 milionu dolar a celkové ztraty na sklizni €inily 10 % (Gross a

kol., 2014; Smits a kol., 2010).

2.1.1 Historie
Spala ruzovitych rostlin byla historicky poprvé pozorovéana v roce 1780 ve

staté¢ New York v udoli feky Hudson (Gross a kol., 2014; Smits a kol., 2010; Kudela,
1990). Nazev spala (fire-blight) pouzil poprvé William Coxe v roce 1817, ktery
tehdy pozoroval pfiznaky této choroby. Postiehl, Ze béhem par hodin doslo ke
stoceni a zhnédnuti listd (tedy velmi podobnych ptiznaki, které vyvola u rostliny
poskozeni ohném). Od roku 1862 se onemocnéni rozsifilo po severovychodé
Spojenych stathh a zpiisobovalo velké Skody v jabloniovych i1 hruSiiovych sadech
(Gross a kol., 2014). K objevu bakterialni spaly razovitych rostlin do§lo pravé v
Severni Americe, odkud se nejprve rozsifila na Novy Zéland, déale pies Velkou
Britanii do severni a stfedovychodni ¢asti Evropy (Smith a kol., 2010). Propuknuti
spaly ruzovitych rostlin v 1ét€ roku 1880 v americkém staté Illinois vedlo K objasnéni
tohoto onemocnéni. Skute¢nou pfi¢inu onemocnéni tak uvedl profesor univerzity
Champain-Urbana v Illinois Thomas J. Burill (americky fytopatolog), ktery oznacil

bakterii Erwinia amylovora za ptivodce spaly razovitych rostlin (Gross a kol., 2014).
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Bakterie byla poprvé od svého objevu nalezena v kanadském Ontariu roku
1904, poté v Britské Kolumbii v roce 1911 a v roce 1921 v Mexiku. Od roku 1924
byla nemoc zaznamenana ve vSech mexickych i kanadskych oblastech s produkci
jablek a hrusek. V padesatych letech se patogen rozsifil do Velké Britanie a do
severni ¢asti Evropy. Kolem roku 1960 se patogen pienesl do Severni Afriky (Gross
a kol., 2014)

Odhaduje se, Ze do Anglie se Erwinia amylovora dostala z Nového Zélandu
spolu s rostlinnym materidlem, nebo kontaminovanym nakladem. Pies kanal La
Manche se patogen prenesl pravdépodobné za pomoci vétru a ptactva. UrCit trasu
kterou se ubiral neni jednoduché. Byl vSak prokazan vyskyt spaly rizovitych rostlin
na hruSnich po roubovani, pfi¢emz rouby pochazely pravé z Anglie. V roce 1987 jiz
byla pozorovana spala rizovitych rostlin na mnoha mistech Evropy. U nés byl prvni
nalez ucinén v roce 1986 na 4 mistech v Praze 4. O rok pozdéji bylo jiz evidovano 23
ohnisek spaly riazovitych rostlin v Praze a okoli. V roce 1988 jiz byla bakterie
roz$ifena v nékolika dalSich oblastech Stfedoceského kraje. V 94 % pftipadi byl
hostitelskou rostlinou hloh (Crataegus). Dale byl patogen nalezen také na hrusnich
(Pyrus), kdoulonich (Cydonia), jablonich (Malus), kdoulovcich (Chaenomeles),
skalnicich (Cotoneaster) a hlohyni (Pyracantha) (Kudela, 1990).

2.1.2 RozSifeni patogena
Od objevu Erwinia amylovora a popsani bakterialni spaly ruzovitych rostlin se

patogen rozsifil do vice nez 50 zemi svéta. V soucasnosti je bakterie Erwinia
amylovora rozsifena po celé Evropé. Dale byl jeji vyskyt potvrzen na severu Afriky a
ve stfedovychodnich zemich véetné Iranu. Mohlo by tak postupem casu dojit
k ohrozeni mista piivodu jabloni nachazejicim se ve Stfedni Asii. Mezi oblasti, kde
nebyla bakteridlni spala riZovitych dosud prokazana spada Australie, Jizni Afrika,
nékteré staty Severni Ameriky a Cina. Piiznaky odpovidajici spale rizovitych rostlin
byly pozorovany také v Jizni Koreji a Japonsku (Gross a kol., 2014). Patogen
lokalizovany v Jizni Koreji byl pojmenovan jako Erwinia pyrifolia. Tato bakterie
zpusobujici nekrozy na listech a vétvich asijskych hrusni (Pyrus Pyrifolia) je blizce

ptibuzna s Erwinia amylovora (Kudela a kol., 2002).
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Mezi oblasti potykajici se s Erwinia amylovora patii napiiklad:
Evropa: Velka Britanie, Polsko, Nizozemsko, Dansko, SRN, Francie, Italie, Belgie,
Svédsko, Norsko, Irsko, Recko, a Ceska republika, gvycarsko, Rakousko, Mad’arsko,
Bulharsko, Srbsko, Bosna a Hercegovina, Chorvatsko, Turecko
Amerika: USA, Kanada
Afrika : Egypt
Mezi dalsi zem¢ patii Izrael, Kypr, Arménie, Iran a Novy Zéland (EFSA, 2014).

2.1.3 Morfologické vlastnosti patogena
Erwinia amylovora je gramnegativni bakterii (Bogs a kol., 1998). Jedna se o

bakterii ty¢inkovitého tvaru, ktera je fakultativné nekrotrofni. Fakultativni nekrotrof
dokaze za urcitych podminek piezivat saprotroficky na odumfelych pletivech
rostliny. Diky tomu lze bakterie primarn¢ parazitické kultivovat na umélych zivnych
médiich (Kidela a kol., 1989). Bakterie Erwinia amylovora jsou dale
chemoorganotrofni, s metabolismem aerobné¢ respiranim a fermentativnim.
Rozméry bakterii ¢ini 0,5-1 pm x 1-3 pm. Bakterii fadime do tiidy peritrich.
Peritrichem je definovana bakteridlni buiika, kterd je obrvena po celém povrchu téla
biciky. Pomoci téchto bi¢ikli se mize pohybovat. Bakterie nevytvaii pouzdra ani
spory. Jeji kolonie rostou na béznych ptidach jako je masopeptonovy agar, King B
médium, nebo zivném médiu s levanem. Optimalni teplota pro rist je 27-30°C. Na
vyZivu jsou nenaro¢né (Rosypal, 1981).

Vyznamnym pro rod Erwinia, stejné jako pro mnoho dalSich bakterii je
produkce exopolysacharidd. Erwinia amylovora se vyznacuje tvorbou
exopolysacharidii amylovoranu a levanu. Produkce levanu na sacharosovém médiu je
typickd u vétsiny kmend Erwinia amylovora i kdyz nékteré kmeny tuto vlastnost
nemaji (Kokoskova, Mraz, 2008). Levan je latka sestavajici se z homopolymeru
fruktozy a je produkovan enzymem levansucrasou. Pokud je exprese tvorby levanu
Vv bakterii n€jakym zplisobem omezena, je u této bakterie zaroven sniZzena schopnost
virulence. To vSak neznamena, ze by takova bakterie byla zcela avirulentni (Gross a
kol., 2014).

Exopolysacharid amylovoran byl poprvé izolovan z bakterialniho slizu. Sklada

se z kompexu vysokomolekularnich slou¢enin o velikosti 50-150 mDa. Zakladnimi
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stavebnimi slozkami jsou galaktoza a glukéza. Amylovoran plni pravdépodobné vice
funkci. Hraje roli napiiklad pfi kolonizaci xylému (vodivych pletiv) rostliny a
zaroven se podili na odolnosti a celkové Zivotaschopnosti bakterie za stresovych
podminek. Kmeny neschopné vytvaret tuto latku jsou avirulentni. Zkoumanim
nékolika bakterialnich kmenti Erwinia amylovora byla prokdzana korelace mezi
produkci amylovoranu a stupni virulence (Gross a kol., 2014). Genom bakterie
Erwinia pyrifoliae neobsahuje gen kodujici levansucrasu a produkuje tak pouze

amylovoran (Smits a kol., 2010).

2.1.4 Molekularni charakteristika patogena
Chromozom Erwinia amylovora obsahuje piiblizné 53,5 % guaninu a cytosinu.

Kruhovy chromozom bakterie ma velikost okolo 3,8 Mbp a genom zahrnuje dale
plazmid pEa72 o velikosti 71 487 bp a plazmid pEa29 o velikosti 28 243 bp (Smits a
kol., 2010).

Védecké prace porovnavajici genotypové a fenotypové vlastnosti jednotlivych
kment Erwinia amylovora ukazaly, ze se jedna o velmi homogenni bakterii (Yaich a
kol., 2011). Genotypové i fenotypové znaky se u izolovanych kmend téméi shoduji.
Nukleotidové sekvence v chromozomech vykazuji shodu vyssi 99% (Smits a kol.,
2010). Bylo prokazano, ze na genetické variabilité bakterii se podileji v nejvyssi mife
plazmidy. V nedavné dob¢ byl objeven a popsan novy plasmid, ktery je popsan pod
nazvem pEa68 (Ismail a kol., 2014).

2.1.5 Hostitelsky okruh
Erwinia amylovora je bakterii napadajici ptes 180 druha rostlin z 39 rodu

Celedi Rosaceae (rizovité). Bakterie tak predstavuje ohrozeni zejména v odvétvi
péstovani jabloni (Malus domestica) a hrusni (Pyrus communis). Vyskyt vSak muze
byt prokazan i na mnoha dalsich i divoce rostoucich dfevinach. Mohou byt napadany
rostliny napi. hlohy (Crataegus), mispule (Mespilus), skalniky (Cotoneaster),
kdoulon¢ (Cydonia), hlohovce, a jefaby (Sorbus) (Peil a kol., 2009; OEPP/EPPO,
2013). Hrusné jsou vice nachylné oproti jablonim (Yaich a kol., 2011).
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2.1.6 Symptomy

Prvni pfiznaky se objevuji Casn€¢ z jara, za teplého a vlhkého pocasi
(OEPP/EPPO, 2013; Evans a kol., 2008). Projevem onemocnéni byva z¢ernani a
odumirdni kvétd, listd a letorostd, pfipominajici sezehnuti ohném. Proto se v
angli¢tin€ nazyva fire-blight. Infikované ¢asti nejprve vodnati, poté vadnou, usychaji,
hnédnou, az nakonec z€ernaji. Pfiznaky jsou nejlépe pozorovatelné na jate, kdy se
doporucuje provést prohlidku stromt. Odumfelé listy i plody mohou pfes zimu ziistat
na stromé, aniz by spadly na zem (OEPP/EPPO, 2013; Kidela a kol., 2002).
Napadené letorosty jsou hdkovité ohnuté a odumftelé. Velmi typickym poznavacim
znakem pro spalu riZzovitych jsou kapicky bakterialniho slizu, které jsou nejprve bilé,
pozdé¢ji jantarové barvy objevujici se na plodech, listech i kvétech nejcastéji za
vlhkého a teplého pocasi (OEPP/EPPO, 2013; Evans a kol., 2008). Bakterialni sliz,
jehoz tvorba je pro bakteridzy typickd, obsahuje kromé samotnych bakterii také
extracelularni polysacharidy (Ktdela a kol., 1989).

Napadeni letorosti a starSich vyhont se projevi v dalSich letech snizenim
vynosu. Dojde-li k rozsiteni patogena do kosternich vétvi, kofenli a kmene, miize byt
ohrozen cely strom. Pokud dojde k napadeni kvéti a plodi, je tak Uroda zcela

znic¢ena (Kidela a kol., 2002).

Obr. 1: Pfiznaky vyvolané Erwinia amylovora. Na snimku Ize vidét hakovité zahnuty letorost,
infikované listy a vytékajici bakterialni sliz na povrchu napadeného listu. (Zdroj:
http://utahpests.usu.edu/IPM/images/uploads/factsheet/fire-blight/Figlarrows.jpg)
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Obr. 2: Na fotografii lze vidét typické priznaky spaly riZovitych rostlin. Nekrotizované listy a
plody zistavaji viset na stromé. (Zdroj: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e8/
Fire_blight_(Erwinia_amylovora)_of pear.png)

2.1.7 Infekéni cyklus patogena
Patogen se $ifi mnoha zpusoby. Pro Sifeni Erwinia amylovora je typicka

nespecificka forma ptenosu. Takovyto zpiisob Sifeni znamena ndhodny kontakt
bakterie s ndhodnym vektorem. Na §ifeni tohoto pivodce spaly razovitych rostlin se
tak podili hmyz ze 77 roda zahrnujicich véely, 1 Zravy, kousavy a savy hmyz. Kvéty
jsou vuci bakterialni spale rGzovitych nejvice nachylné, jelikoz disponuji mnoha
potenciondlnimi vstupnimi misty pro penetraci patogena do rostliny. Témito misty
jsou blizna a nektartody. V ohrozeni jsou zejména pozdéji kvetouci stromy a kete. To
znamena zejména hlohy, hlohyné¢ a skalniky a dale nékteré hrusné€ a pozdni odriidy
jabloni (Kidela, 1990). Do nektarii se patogen dostava napf. pomoci véel a dalsiho
opylujiciho hmyzu (Bogs a kol., 1998). Z toho divodu je velmi dtlezité kontrolovat
stromy a potenciondlni pfiznaky spaly rGzovitych rostlin pozorovat jesté¢ pied
rozkvétem (Evans a kol., 2008). Vétsi vzdalenosti bakterie ptekonava za pomoci
ptactva. Antropochorie, tedy pienos patogena za pomoci ¢lovéka miize byt Castou
formou pienosu. Bakterie mohou ulpét na obleCeni, zejména na nastrojich a
mechanizaci. Prenasi se téz fizky, roubovanim a dal$im reprodukénim a rostlinnym
materialem (Bogs a kol., 1998; Kiudela, 1990). Do plodi se bakterie dostava
systémove skrze stopky z napadenych plodonost, pfipadné pres poranéni a lenticely.
Napadena pletiva plodi vodnati a pozdé€ji dochazi k nekroze. Do rostlin patogen
vnika skrze lenticely hydatody, priiduchy, trichomy a riznd mechanickd poranéni

zptisobend hmyzem, krupobitim apod. Zdrojem infekce mnoha sadi mohou byt
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divoce rostouci rostliny z ¢eledi Rosaceae napadené patogenem. Pokud panuje teplé
a vlhké pocasi, dochazi ve vyssi mife k sekreci slizu z postizenych ¢asti nemocnych
rostlin. Tento sliz vytvafi jemné vlaknité utvary tzv. vzdu$né provazce, které jsou
unaSeny vétrem na vetsi vzdalenosti. V této formé mohou bakterie prezit minimalné
2 hodiny (Kudela a kol., 2002). Tento jev se nazyva anemochorie. Proces zahrnuje
uvolnéni, pfemisténi a ulozeni (Kidela a kol., 1989). V tomto piipadé to znamena
uvolnéni bakterialniho slizu do atmosféry, patogen je nasledné vétrem unaSen a
pusobenim vlhkosti dojde na jiném misté ke kondenzaci a bakterie se tak ptenese i na
velké vzdalenosti (Kidela a kol., 2002).

Hydrochorie (pienos patogena vodou) hraje pro pienos bakterialni spaly
razovitych rostlin téZ vyznamnou roli. Voda miize byt jednak médiem ve kterém se
bakterie mohou pohybovat, s jeji pomoci vSak dochazi zejména k Sifeni za pomoci
destd, mlhy, vodnich tokl a zavlazovani. Srazky mohou uvolnit bakterialni buiky
(rezidentské castice), které jiz na rostlinu pfilnuly pomoci slizu. Bakterie zimu
pfeziva na obvod¢ napadenych korovych pletiv, odkud se z jara mize uvoliovat jako
primarni inokulum. Mezi dal$i formy pfenosu se fadi mykochorie, kdy je vektorem
houbovy organismus. Zoochorii pak oznacujeme pfenos patogeni pomoci zvirat, v
ptipadé¢ spaly riZovitych rostlin se jednd, jak bylo zminéno vyse, zejména o ¢lenovce
(Ktdela a kol., 1989). Rychlost §ifeni patogena je Uizce spjata s poCasim. V zavislosti
na vlhkosti, teploté a dalSich faktorech dochdzi k Sifeni bakterie v ¢astech rostlin 1 k
Sifeni patogena z rostliny na rostlinu. Sledovani klimatickych podminek lze uplatnit
pii prevenci. Umoziuje to s predstihem piedvidat rychlost Sifeni onemocnéni (Smits
a kol., 2010).
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Obr. 3: Nedavno zaloZeny jabloniovy sad infikovany Erwinia amylovora. (Zdroj:
http://www.apsnet.org/publications/imageresources/Publishinglmages/PDCover2003/jul_2.jpg)

2.1.8 Ochrana pied patogenem
Bakterie Erwinia amylovora je zafazena mezi organismy na které se vztahuji

karanténni opatfeni. Ta v pfipad€ nalezeni patogena, ¢i podezieni z jeho vyskytu
spocivaji v ohlaSovaci povinnosti, prizkumu rozsahu a vyskytu onemocnéni, déle
zékazy pravozu a vyvozu a piipadné Vv dalSich rostlinolékaiskych opatfeni
(Kokoskova, Mraz, 2008).

V boji se spalou rGzovitych rostlin je moZné pouzit streptomycinsulfat a
oxytetracyklin. V Kanad¢é napiiklad byl streptomycin pouzivan jako efektivni a
dostupny prostfedek ke kontrole tohoto patogena. Na severozapad¢ USA byla
prokazana rezistence na streptomycin, rovnéz tak v oblastech Michiganu a v Britské
Kolumbii v Kanad¢ a dale ve stat¢ New York. V Kanadé byl registrovan dalsi
prostiedek pro kontrolu spaly rizovitych rostlin - Prohexandione-calcium. Jedna se o
rostlinny hormon, ktery byl vyvinut pro ochranu jableénych sadi (Mason a kol.,
2013). Piestoze antibiotika jsou mocnym nastrojem v boji s nakazou, neni ve vétSiné
evropskych statli aplikace téchto latek povolena. Hlavnim z divodi je obava ze
vzniku rezistentnich kment (Peil a kol., 2009). Roku 1971 jiz byly prokazany
rezistentni bakterie vici antibiotiku streptomycin. U nas a na uzemi Evropy je tak

kladen nejvétsi diraz na dodrzovani karanténnich opatfeni branicich zavleceni a
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Sifeni (Kidela a kol., 2002). Na ohrozeném tzemi se pouziva méd’natych ptipravk,
nebo se vyuziva bakterii antagonistickych vici tomuto patogenu (Peil a kol., 2009).
Naptiklad bakterie Pantoea agglomerans (Ewing and Fife 1972) Gavini et al. 1989
(kmen C9-1S), nebo Pseudomonas fluorescens Migula 1895 (kmen A506). Dalsim
preventivnim opatienim je Slechténi rostlin na rezistenci Vici spale ruzovitych rostlin

(Ktdela a kol., 2002).

2.2 Metody detekce

2.2.1 Kultiva¢ni metody

Z prirody, ¢i sadu ziskané rostlinné vzorky podezielé na vyskyt Erwinia
amylovora je tieba naockovat na kultivatni médium. Teprve pomnozenim
bakterialnich kultur miizeme ziskat Cistou kulturu, kterou Ize poté posuzovat. Pii
pozorovani kolonii na Zivhém médiu se hodnoti jejich tvar, velikost, pigmentace,
tvorba slizu, zapach kultury, rychlost ristu, nebo tfeba rust v tekutém prostiedi (napf.
v bujonu). Kolonie rodu Erwinia maji na Zivném médiu krémové bilé zbarveni
(Kadela a kol., 2002). Tvar bakteridlnich kolonii Gzce souvisi s druhem pouzitého
média. V ptipad¢ bakterii izolovanych z rostlinného materidlu je moZzno vyuzit
selektivnich médii pro snadnéjsi ziskani Cisté kultury (Vanneste, 2000; Kudela a kol.,

2002).

Obr. 4: Kolonie Erwinia amylovora na Zivném médiu.
(zdroj: https://gd.eppo.int/media/data/taxon/E/ERWIAM)/pics/1024x0/2021.jpg)

2.2.2 Metody chemické

2.2.2.1 Gramovo barveni
Bakterie se déli na grampozitivni a gramnegativni podle toho, zda dochdzi k

vymyti barviva navazaného na bunéfnou sténu po jejim  obarveni

tryfenylmethanovym barvivem (krystalova violet) a jodidem draselnym (Lugolav
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roztok). K vymyti se pouziva ethanol, nebo aceton. U grampozitivnich bakterii k
vymyti nedojde na rozdil od gramnegativnich, kam spada i Erwinia amylovora
(Kudela a kol., 2002). Vymyti, nebo nevymyti krystalové violeti a lugolova roztoku
je zéavislé na struktufe bunécné stény bakterie. Jednim z komponentl
grampozitivnich 1 gramnegativnich bunck je sloucenina peptidoglykan. U
grampozitivnich bunék je této slozky mnohem vyssi podil, coz je patrné zodpoveédné

za navazani a udrzeni vySe zminénych barvicich latek (Beveridge, 1990).

2.2.2.2 Analyza podle obsahu mastnych kyselin
Pro kazdou bakterialni taxonomickou jednotku je charakteristické urcité

sloZzeni mastnych kyselin. Toto slozeni ovliviiuji kultivaéni podminky jako naptiklad
slozeni kultivaéniho média a teplota kultivace, stafi kultury a zafizeni, kterého bylo
pouzito k analyze vzorku. Pro tuto analyzu byl vyvinut standardizovany postup
extrakce mastnych kyselin a software pro identifikaci (Microbial ID, Newark, USA).
Databéze tohoto systému zahrnuje aerobni 1 anaerobni bakterie v€etné aktinomycet,
mykobakterii a kvasinek. Pro kultivaci bylo vyvinuto standardizované médium.
Identifikace trva n€kolik hodin. Metoda vyzaduje drahé vybaveni a zkuSeny personal

(Kudela a kol., 2002).

2.2.3 Biochemické metody

Pomoci téchto testl se zjistuje vyuzivani zdroji uhliku a dikaz redukce
dusi¢nant, hydrolyzy Skrobu, nebo zelatiny, kterd se pouzivd mimo jiné pravé pro
rod Erwinia. Diive se biochemické a fyziologické testy provadély ve zkumavkach.
Dnes se vyuziva specidlné¢ vyvinutych standardizovanych miniaturizovanych
multitestovacich systémd, tzv. mikrotesti (Kudela a kol., 2002).

Komer¢né se vyrabi mnoho diagnostickych miaturizovanych souprav, zejména
pro potieby lékatské, veterindrni a potravinaiské mikrobiologie. Do prithlednych
desticek jsou vylisovany mikrozkumavky s lyofilizovanymi médii, ve kterych jsou
substraty pro jednotlivé testy. Princip spociva v tom, ze se do mikrozkumavek
naockuje suspenze bun¢k ziskana z €isté kultury a po 18-24 hodinéch od inokulace se
odecitaji vysledky. K interpretaci vysledki se vyuziva identifikaéniho registru, nebo
pocitacovych programi. Ty vSak zpravidla nepocitaji s potiebami fytobakteriologie.

Daji se vSak pouzit k provedeni rychlych biochemickych testi (Kidela a kol., 2002).
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Nejznaméjsi  jsou API-systétmy (API System S.A.). Pro potiebu
fytobakteriologie byl vyvinut diagnosticky systém Biolog (Biolog inc). Tato metoda
na zéklad¢ vyuziti zdroji uhliku rozliSuje bakterie pfi vyuziti mikrotitra¢nich
desticek s 96 mikrozkumavkami. Po 24 hodinach od inokulace se zméfi zbarveni
média v mikrozkumavkach a pomoci pocitace se analyzuje biochemicky profil a

program vypocita pravdépodobnost spravnosti piitazeni (Kidela a kol., 2002).

2.2.4 Fyziologické metody

Zkouma se vztah bakterii vuci kysliku, teplotni rustové rozmezi, odolnost k
vysokym teplotam, citlivost na antibiotika, tolerance k NaCl a typ metabolismu
(Kudela a kol., 2002).

2.2.5 Testy patogenity

Testy patogenity se provadi inokulaci patogena, respektive potencidlniho
patogena do rostlinné tkan¢ rostliny, kterd je i v pfirozeném prostfedi jeho
hostitelem. K posouzeni patogenity a virulence izolované bakterialni kultury se
provadi test na nezralych plodech hrusné, nebo jabloné. M¢lo by se jednat o plody
odrudy, ktera je nachylna vici Erwinia amylovora. Inokula¢ni davka se doporucuje
v koncentraci 10° /ml v mnozstvi 10 pl. Naotkované plody se poté ponechaji 3 — 7
dni pii teploté 25 °C. Samoziejmosti je krom¢ inokulace zkoumanych izolat take
vytvoreni pozitivni a negativni kontroly (OEPP/EPPO, 2013)

Nevyhodou tohoto testu je, Ze se neda provadét po cely rok a jedinou moZnosti,
jak tyto plody urcitou omezenou dobu uchovévat je skladovani nezralych plodd v
chladu pfi teplotach 4-8 °C. Dostupnou a doporuc¢ovanou modifikaci této metody je
test patogenity provadény na explantatovych kulturach, ktery se d& praktikovat po
cely rok. Jedna se o ¢asti rostlin kultivované in vitro ve zcela sterilnich podminkéch,
napf. sterilizovanych skleni¢kach. K péstovani téchto rostlin je vyuzito specidlnich
zivnych médii (Kokoskova a kol., 2009).

Metoda spociva v umisténi Casti rostlin do takto pfipraveného prostiedi a za
pomoci umélého osvétleni a termostatu jsou rostlindm simulovény pfirozené
podminky. Za téchto podminek se rostliny ponechaji 4 dny rist. Rostliny delsi nez 4
cm se mohou pouzit k inokulaci. Jako optimalni mnozstvi pro inokulaci se jevi
koncentrace 10°> CFU/mI (piipadné 10° CFU/mI, testuje-li se virulence). Pletiva

rostlin (ptipadné hrusek, pokud se test aplikoval na hruskach) infikovana Erwinia
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amylovora vodnati, z lenticel vytéka bélavy bakterialni sliz (Kokoskova a kol.,
2009).

Dalsi obdobnou metodou je tzv. test hypersenzitivity, ktery se provadi na
tabaku a slouzi k odliSovani fytopatogennich bakterii (z rodu Pseudomonas a
Erwinia) od nefytopatogennich. Bakterie majici schopnost vyvolat u rostlin
onemocnéni zptisobi utvoreni nekréz v oblastech inokulace. Nekrotizace pletiv v
misté¢ inokulace je jeden z obrannych systémil rostliny proti fytopatogennim
organismim. Za vyvolani hypersenzitivni reakce jsou u fytopatogennich bakterii
zodpovédné hrp-geny. V piipadé, ze by byl patogen kompatibilni s rostlinou (pii
specializaci na tabdk), nedoslo by k zastaveni infekce a do 5 dnil by se na rostling
objevily ptiznaky. V piipad¢ Ze se nejedna o fytopatogenni bakterii, bude rostlina
zcela bez nekroz a bez jakéhokoliv ptiznaku (Kidela a kol., 2002).

Obr. 5: Hrusky po inokulaci bakterii Erwinia amylovora. Na levém plodu jsou zietelné vidét
kapky bakteridlniho slizu vytékajiciho z rany. (Zdroj:
http://www.agf.gov.bc.ca/cropprot/tfipm/images/fb3.jpg)
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Obr. 6: Test virulence na nezralych plodech hrus$né (A) s vyhodnocenim (B). (Zdroj:
https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/168/3445560/PMC3445560_pone.0045038.9005.png)

2.2.6 Sérologické metody

Sérologické metody jsou bud’ kvalitativniho charakteru, kde zjiStujeme
piitomnost, ¢i nepfitomnost patogena nebo kvantitativniho, u kterych se stanovuje
koncentrace antigenu na zaklad€ jiz znamé koncentrace protilatek (Toman a kol.,
2009). Vstup cizi latky nebo patogena do organismu zivodicha vyvola v téle takto
napadeného organismu tzv. imunitni odpoveéd’. Ta spoc¢iva mimo dalSich obrannych
mechanismi v tvorbé specifickych protilatek proti ptivodci této reakce. Latka
(bakterie, virus, ¢i jiny patogen), ktera organismus napadla se oznacuje jako antigen
a produkt imunitni odpovédi je oznacovan jako antisérum (Elgert, 2009).

Protilatky jsou produkovany tzv. B buikami (B-lymfocyty), které zajistuji
humoralni (latkovou) imunitu. Na povrchu membrany téchto bunék je vazebné misto

(receptor), které rozpozna konkrétni typ antigenu. Jakmile tento jev nastane, dojde
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k diferenciaci B bunék na plazmatické bunky, které dale produkuji protilatky se
stejnym vazebnym mistem. Tent0 jev je oznaCovan, jako klonalni selekce. Takto
vzniklé protilatky jsou selektivni a reaguji specificky praveé s antigenem, ktery tuto
reakci vyvolal (Elgert, 2009). Lymfocyty tvoii 20 - 80% vsech bun¢k v krvi a vice
nez 99 % vlymfatické tekutin¢ (lymf€). Lymfocyty reaguji s antigeny ve
specializovanych organech lymfatického systému - napf. ve slezing, brzliku,

lymfatickych a miznich uzlinach, kostni dieni atd..) (Crowther, 1995).

2.2.6.1 Metoda skli¢kové aglutinace

Provedeni sklickové aglutinace spofivd v ptipravé suspenze bakterii a
fyziologického roztoku. Vzorek této suspenze se nasledné aplikuje na podlozni
sklicko a prida se antisérum. Jsou-li patogen a antisérum homologni, dojde k
vyvlo¢kovani a lze tak konstatovat, ze patogen je pfitomen. V piipadé pozitivni

reakce se bakterialni shluky pozoruji svételnym mikroskopem (Kidela a kol., 2002).

Obr. 7: Aglutinaéni test. Na obrazku Ize pozorovat typické vyvlo¢kovani pri pozitivni reakci.
(Zdroj: http://www.bionor.com/Monostaphkit.jpg)

2.2.6.2 Precipitacni metody

Pro provedeni téchto metod je zapotiebi antisérum se stfedni az vyssi
specifitou. Déle extrakty (maceraty) zdravych a infikovanych rostlin. Precipitacni
metody se provadéji bud’ v agar6zovém gelu o koncentraci 0,5 - 1%, nebo na acetatu
celulozy. V pfipadé Zze se setkd protilatka (antisérum) se svym homolognim

antigenem, vytvoii se okem pozorovatelna precipitacni linie (Morales, 1989).

2.2.6.3 Ouchterlonyho metoda

Jednou z precipitacnich metod je Ouchterlonyho test. Doprostied agarézového
gelu se vyfizne jamka a kolem ni se stejnym zptisobem provedou dalsi dilky. Dle

potieby se vytvoii 2 az 6 otvort. Do téchto obvodovych dilka se aplikuji jednotlivé

24



rostlinné vzorky. Do centrdlniho dillku se vpravi antisérum. Tyto roztoky zacnou
difundovat agar6zovym gelem proti sob¢é a v ptipad¢ pozitivni reakce se antigen
pfitomny v rostlinném vzorku a aplikovana protilatka setkaji za vytvofeni okem

pozorovatelné precipita¢ni linie (Morales, 1989).

Obr. 8: Ouchterlonyho test. Na obrazku jsou patrné precipitacni linie.
(Zdroj:http:/iwww.svtnc.fr/IMG/jpg/gamme_etalon.jpg)

V ptipadé, Ze je nosiCem acetat celuldozy, je potieba vyuzit barviva k
vizualizaci precipiatu. Vyhodou téchto metod je jednoduchost a rychlost jejich
provedeni (Elgert a kol., 2009). Je zapotiebi vyuzit kvalitnich protilatek s dirazem na
specifitu a zaroven 1 kvalitnich chemikalii. Nezbytnou soucasti tohoto testu je vyuziti
tkan€ ze zdravé rostliny jako kontrolniho vzorku. Protilatky se totiz n€kdy mohou
vytvofit i proti bézné€ se vyskytujicim proteinim v rostliné a mohly by tak spolu
béhem testu reagovat. Mohlo by tak dojit k chybné diagnéze z divodu falesné
pozitivniho vysledku. Proto je pro ovétfeni spravnosti diagndzy zdrava rostlinnd tkan

nezbytnou soucasti (Stanley, 2002).

2.2.6.4 Manciniho test
Modifikaci Ouchterlonyho testu je Manciniho metoda, také znama jako radialni

imunodifuze. Vyhoda této precipitacni metody spociva v tom, ze kromé piitomnosti
patogena mizeme méfit i jeho koncentraci. Provadi se tak, ze agar6zovy gel je
pfedem napusStén antisérem specifickym pro patogena, jehoz ptitomnost je
detekovana. Koncentrace pouzit¢ho antiséra je pfedem znama. Do tenké agarové
vrstvy ¢tvercového tvaru se vytiznou dilky. I zde se pro potvrzeni diagnézy vyuziva

standardu (do dilku se vpravi antigen o zndmé koncentraci). Do ostatnich otvorti se
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aplikuji testované vzorky. Antigen zacne difundovat do agaru obohaceného
antisérem a s tim zacne vznikat 1 precipitacni linie okolo celého dilku. Radius
vytvofeny precipitacni linii je imérné velky koncentraci patogena v testovaném
vzorku. Test radialni imunodifuze se vyhodnocuje po 24 - 48 hodinach (Elgert a kol.,
2009).

Radial Immunodiffusion
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Obr. 9: Radialni imunodifuze v agaru. Hodnota praméru koreluje s hodnotou koncentrace.
(Zdroj: http://image.slidesharecdn.com/immunodiffusion-130121011208-
phpapp01/95/immunodiffusion-principles-and-application-9-638.jpg?cb=1359056050)

2.2.6.5 Imunoelektroforetické metody
Imunoelektroforetické metody jsou postavené na principu precipitace

(vytvoreni pouhym okem pozorovatelné precipitacni linie v ptipad¢ pozitivni reakce)
a dale elektroforézy. Béhem elektroforézy se molekuly zkoumané latky pohybuji
Vv elektrickém poli na zakladé své velikosti a svého elektrického naboje (Wild, 2005).
Klasickd imunoelektroforéza se pouziva krozboru antiséra. Jedna se 0
kvalitativni metodu zaloZzenou na pohybu elektricky nabitych molekul v gelu
pusobenim elektrického proudu. Rychlost a smér tohoto pohybu jsou zavislé na
charakteru a velikosti elektrického naboje (Elgert a kol., 2009). Médium ve kterém
d¢j probiha je opét bud agardza, nebo acetatcelulozové prouzky (Toman a kol.,
2009). Vznika prouzek na zakladé kterého lze ur€it jednotlivé slozky protilatky
(napf. jednotlivé typy imunoglobulinu) (Elgert a kol., 2009 ; Toman a kol., 2009).
Postup je takovy, Ze nejprve se do gelu vytvoii jamka do které se vpravi
antigen. V dalSim kroku je spusténa reakce béhem které se molekuly rozdéli podle

sv¢ elektroforetické pohyblivosti. Po jejim dokonceni se do gelu vyfizne prouzek. Do
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vyfiznutého prouzku se aplikuje roztok s polyklonalni protilatkou a poté zapocne
standartni precipitacni reakce. Antigen je elektroforeticky rozd€leny podle velikosti
molekul na jednotlivé slozky a s nimi pak v pfipad¢ pozitivni reakce reaguji napf.
jednotlivé typy imunoglobulinu za vzniku precipitacni linie (Wild, 2005 ; Toman a
kol., 2009).

Dalsi metodou je vstficna, nebo také protismérna elektroforéza. Tato metoda
piipomina Ouchterlonyho metodu s tim rozdilem, ze u protismérné elektroforézy se
vyuziva elektrického proudu k urychleni jedné, ptipadn€ obou slozek reakce (antigen
a antisérum). Oproti Ouchterlonyho metodé je protismérna elektroforéza citlivéjsi a
rychlejsi (Toman a kol., 2009).

Dalsi sérologickou technikou s vyuzitim elektrického proudu je raketova
imunoelektroforéza. Jedna se o kvantitativni metodu (stanovujeme koncentraci)
provadénou Vv gelu napusténém protilatkou. Antigen prochéazi timto gelem a vznika
protahla precipitacni linie ve tvaru rakety (od toho je odvozen nazev). Stejné, jako u
radidlni imunodifuze, 1 zde plati pfimd umeérnost. Tedy ¢im je tato linie delsi, tim
vyssi je koncentrace antigenu. Tato metoda je vyrazné citlivéjsi oproti standartni

radialni imunodifuzi (Toman a kol., 2009).
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Obr. 10: Vyhodnoceni raketové elektroforézy. (Zdroj:
http://www.coloss.org/beebook/1/physiology/figure-4/image_large)
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2.2.6.6 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) je zalozena (stejné jako u vyse

zminénych metod) na vytvofeni vazby (konjugaci) mezi specifickou protildtkou a
antigenem se kterym specificky reaguje. Kromé toho se zde navic uplatiiuje enzym,
ktery se navaze na tento konjugat. Do reakce se pfida substrat pro tento enzym.
Stépenim substratu dochazi k zabarveni analyzovaného vzorku. Tuto barevnou
zménU lze vyhodnotit jiz predbézné vizudlnim hodnocenim, ale pfedevSim lze
intenzitu tohoto zbarveni zméfit spektrofotometricky a tak objektivné vyhodnotit
koncentraci patogena. Velkou vyhodou této techniky je daleko mensi spotieba
protilatek, které je nutno pifidat do reakce oproti metoddm provadénych v agaru a
zaroven je tento test diky rozpoznédvaci funkci enzymu daleko citlivéjsi metodou.
Nevyhodou se mohou jevit vyssi naklady na potiebné chemikalie a zaroven drazsi
pfistrojové vybaveni (Morales, 1989). Tato metoda je vhodna jako pifedbézna
diagnéza rostlinného materidlu. Kvili rozdilim specifity riznych metod je vSak
vhodné pouzit vice druhti metod, které diagnézu potvrdi. ELISA je dobrou metodou,
pokud jde o rychlou diagnézu (OEPP/EPPO, 2013).

K vizualizaci se vyuzivd enzymu alkalické fosfatdzy konjugované s
imunoglobuliny ziskané z antiséra. Reakce je provadéna uvnitt mikrotitracni desticky
sestavajici z 96 testovacich jamek. Tyto jamky jsou povleceny antigenem obsazenym
Vv testovanych vzorcich. Do jamek se pfidd antisérum konjugované s enzymem.
Existuje nékolik modifikaci této metody. Mezi ty nejrozsifené;si patii pfima ELISA,
nepiimd ELISA a ,sandwich* ELISA. Pfima ELISA je povaZovéana za jednodussi
variantu z ELISA metod a sestava z téchto krokti: Nejprve se na pevnou fazi (povrch
desticky) pasivné navaze antigen. Desticka se béhem tohoto procesu inkubuje urcitou
dobu za urcité teploty. Poté se desticCka vymyje a prebytek antigenu, ktery se
nenavazal na jeji povrch, je vyplaven. V nasledujicim kroku se do desticky vpravi
specifické antisérum. Spolu s nim se do reakce pfida 1 enzym, ktery se navaze na
antisérum. Vznikne tak tzv. konjugat. Po tomto kroku se desticka opét necha
inkubovat. Konjugat se tak navdze na antigen. Nasledné se desticka opét promyje.
Nasleduje pridani substratu, po kterém enzym zacne katalyzovat reakci, ktera
Vv ptipadé piitomnosti patogena vede k zabarveni celé smési. Po urcitém case je

reakce zakonCena a test je na zdklad€ zabarveni jednotlivych jamek desticky
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vyhodnocen. K vyhodnoceni testu se da vyuzit specialni spektrofotometr (Morales,
1989).

Obr. 11: ELISA desti¢ka po ukon¢eni reakce.
(Zdroj:http://lupload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a9/ELISA.jpg).

2.2.6.7 Imunofluorescence
V této metodé se vyuziva fluorescencni mikroskopie a zaroven specifity

sérologickych technik. Vyuzivané protilatky jsou zde znaCeny latkami obecné
pojmenované fluorochromy (Storch, 2000). Fluorescence se rozliSuje na pfimou a
nepiimou fluorescenci. Antigen na povrchu testované bakterie reaguje se svym
homolognim antisérem. Vizualizace se provadi pomoci barviva, kterym je naptiklad
fluorescein isothiokyanat (FITC) (Kadela a kol., 2002). Pti pfimé fluorescenci ve
vzorku dojde ke spojeni antigenu (pokud je pritomen) s fluorescenéné znacenym
konjugatem. Pii ptimé imunofluorescenci tak reaguje barvivo s protilatkou. Po
uplynuti stanovené doby se zbytek reakéni smési vymyje. Tak zistanou v reakci
pouze antigen snavazanymi znaenymi protilaitkami. Tento produkt reakce se
nasledn¢ zobrazuje za pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Storch, 2000).

Pti nepiimé imunofluorescenci reaguje barvivo s jinou protilditkou navazanou
na puvodné aplikovanou protilatku. Protilatka, kterd je neznaCena, Se nejprve
ponecha reagovat s antigenem. Na toto antisérum se nasledné v dal$im kroku navaze
dalsi protilatka, ktera jiz je konjugovana s fluorescentnim barvivem a tato znacena
protilatka reaguje s protilatkou nezna¢enou, ktera je spojena s antigenem. Piebytek se
op¢t odstrani vymytim. Tato metoda je o néco piesnéjsi oproti ptimé fluorescenci,

vyzaduje v8ak daslednéjsi kontrolu (Storch, 2000). Pfitomnost patogena je potvrzena
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vydavanou fluorescenci. Vyhodou imunofluorescence je citlivost této metody a

zaroven moznost detekovat bakterie pfimo v rostlinné tkani (Kadela a kol., 2002).
Kromé toho, ze béhem téchto metod je zjiStovana pifitomnost patogena,

muzeme fluorescenci presné urcit, kde pfesné a zhruba v jaké koncentraci se patogen

(jeho antigen) vyskytuje (Kudela a kol., 2002).

2.2.7 Metody molekularné biologické
Amplifikace nukleovych kyselin je zékladni podstatou vsech organismui. Tento

proces neustalého pfepisovani genetické informace umoziuje pienos kodovanych
vlastnosti na naslednou generaci a tim také zachovani zivota jako takového. Proces je
to pomérné slozity, avSak jeho rozfeSenim lidé ziskali cenny nastroj pfi vyzkumu,
diagnostice chorob a jejich epidemiologii, enzymi, také v mnoha oblastech
zemé&délstvi, a v mnoho dalsich odvétvi (Janitz, 2008; Li, Macdonald, 2015).

Za pomoci molekularné biologickych technik dnes miizeme riznymi zpusoby
manipulovat s nukleovymi kyselinami. Mizeme je ruznymi zpusoby amplifikovat.
Amplifikaci lze uskute¢nit naptiklad polymerazovou fetézovou reakci (PCR), béhem
které se jedind molekula replikaci pomnozi az na miliardu totoznych molekul.
Miutzeme DNA Stépit za pomoci enzymil - tzv. restrikénich endonukledz. Diky
tomuto $tépeni je usnadnéna manipulace s jednotlivymi geny 1 jejich izolace. Dale
sem patii hybridizace, kde se vyuziva pravidla o komplementarité bazi DNA. Diky
tomu, ze molekula DNA se dokaze vazat (hybridizovat) pouze s komplementarni
molekulou DNA, lze tak najit konkrétni sekvenci DNA nebo RNA s vysokou
ptesnosti (Alberts a kol., 2002).

Nelze opomenout dnes jiz velmi rozvinuté techniky sekvenovani DNA, diky
kterym lze rychle stanovit sekvenci nukleotidi v fetézci a tim 1 identifikaci
jednotlivych gent, piipadné celych genomti. Na zdkladé zjiSténé sekvence urcité
DNA mizeme odvodit sled kodovanych aminokyselin a tedy zjistit primarni

strukturu kodovaného proteinu (Alberts a kol., 2002).

2.2.7.1 PCR (Polymerase Chain Reaction)
PCR je nejznaméjsi metodou amplifikace nukleovych kyselin, kterou v roce

1983 vyvinul Karry B. Mullis. Tato amplifikace umoznuje vytvofit jiz béhem jedné
hodiny z jedné molekuly cilové DNA az miliardu kopii (Li, Macdonald, 2015).
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Tento objev byl velmi vyznamym. PCR se kratce po jejim zavedeni stala Siroce
vyuzivanou metodou k amplifikaci DNA a diagnostickym ucelim. Dodnes je
nejznamnéj$i a nejpouzivanéjsi zavedenou technikou k molekularné genetické
detekci patogennich organismu (Barnes, 1994; Cheng a kol., 1994; Li, Macdonald,
2015). Za vyvoj polymerazové fetézcové reakce obdrzel K. B. Mullis v roce 1993
Nobelovu cenu (Rekha a kol., 2014).

Reakéni smés pro PCR sestava z termostabilni DNA polymerazy, dale DNA na
které se nachazi cilovy usek, 2'-deoxyribonukleosid-5'trifosfaty (dNTPs), iont&i Mg?*
(V podobé MgCl,, nebo MgSO,) jako kofaktordi a nakonec také sady
oligonukleotidovych primerd, které je tfeba navrhnout tak, aby byly specifické vaci
matricovému useku (Smarda a kol., 2005; Rekha a kol., 2014). Podstatou PCR je
cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézct probihajici ve sméru 5'-3".
Polymerazova fetézova reakce sestava ze tii v cyklech se opakujicich kroka. Kazdy z
téchto krokl se odehrdva za jiné teploty. Dvouvlaknova DNA obsahujici cileny usek
musi nejprve projit denaturaci béhem které dojde k rozvolnéni dvousroubovice.
Reakce tedy zapocne zahtatim vzorku na 95°C be&hem které dochéazi k denaturaci.
Nasledné se vzorek ochladi na teplotu pohybujici se mezi 50-65 °C. Béhem této
teploty dochazi k dal§imu kroku: annealingu. Béhem annealingu dojde k hybridizaci
primert s komplementarnimi useky na cilovych molekulach DNA. Tyto primery se
nazyvaji Forward a Reverse. Tretim krokem je zahtati na teplotu 70-74 °C. Zde se
pohybuje teplotni optimum pro Taqg DNA polymerdzu. Tento posledni krok se
nazyva elongace. Tag DNA polymeraza je enzym izolovany z bakterie Thermus
aquaticus. Vyznacuje se vysokou odolnosti vii¢i vysokym teplotam a diky tomu
nedojde k jeho deaktivaci béhem denaturace. Tag DNA polymeraza provadi syntézu
komplementarnich vlaken ve sméru 5°-3 pfipojovanim volnych nukleotidi (ANTPS)
které byly v pocatku pfidany do reakce. Celkova doba pro denaturaci €ini piiblizné
15-45 sekund, pro annealing 30-60 sekund a pro elongaci ¢ini 45 sekund — 2 minuty
(Li, Macdonald, 2015).

Neustalé stfidani teplot béhem amplifikace vyzaduje nakladné pftistrojoveé
vybaveni. Pro PCR reakci se vyuziva pfistroje, ktery se nazyva thermocykler. Na
ném se nastavuje pozadovana teplota pro jednotlivé kroky a zaroven i doba prodlev
téchto jednotlivych fazi. Teplotu pro pfipojeni primert (annealing) je tfeba vypocitat

ze vztahu (T,= 0,3 X Ty, primeru + 0,7 X T, produktu -25). Amplifikace se odviji dle
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vzorce 2", kde n vyjadfuje celkovy pocet cyklii. Nardist produktu PCR ma tedy
exponencialni charakter. Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi amplifikované DNA je
optimalni uskute¢nit 25-32 cykll. Je tieba brat v potaz i to, ze vysoky pocet cykla
muze zvysit pocet nespecifickych produktd. Vysledné produkty PCR, tedy
amplifikovana DNA, se nazyvaji amplikony. Jsou to useky DNA o délce v rozsahu
desitek aZ tisict bazi (Smarda a kol., 2005).

Jelikoz Taq DNA polymeraze chybi 3' endonukledzova aktivita, nedochazi k
opravé chyb vzniklych replikaci. Molekula ve které takto dojde k mutaci tvofi pouze
zlomek z celkového amplikonu. Pro samotnou PCR tak nepifedstavuje problém. Tyto
chyby maji vyznam spiSe u metod jako napf. sekvenovani, ne v ptipadé detekce
patogena. Chybovost Taq DNA polymerazy zavisi na rovhomérném slozeni dNTPS,
obsahu volnych hofe¢natych iontt a pH . Pro Taq polymerazu se udava frekvence 1
chyby na 4000-5000 bp (Smarda a kol., 2005).

V dne$ni dobé existuje mnoho modifikaci této metody. Mnoho z nich bylo
vyvinuto pro diagnostické Gcely. Mezi modifikace PCR patii napiiklad Nested PCR,
ktera je citlivéjsi metodou oproti standardni PCR. Citlivost Nested PCR je zvysena
pomoci dvou sad primert. Real-time PCR se vyuziva pro kvantifikaci nukleovych
kyselin (Rekha a kol., 2014).

Existuje mnoho znamych sekvenci primert. Dosud bylo publikovano mnoho
ptislusnych protokolti popisujicich detekci a identifikaci Erwinia amylovora
(Wensing, 2011).
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Obr. 12: Priibéh polymerazové fetézové reakce a exponencialni narist produktu v zavislosti na
poctech PCR cykli. (Zdroj: http://openwetware.org/images/3/35/Pierce_18_19_large_2.jpg)
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2.2.7.2 Gelova elektroforéza

Elektroforéza patii v molekularni biologii k nejcastéji pouzivanym separa¢nim
technikam pfi izolaci nukleovych kyselin a proteint (Smarda a kol., 2005). Podstatou
elektroforetické separace je rozdélovani nabitych molekul v elektrickém poli.
Molekuly se rozdéluji podle jejich velikosti a elektrického naboje (Dennison, 2003).
Molekula DNA je charakteristickd svym zapornym nébojem, ktery ma diky své
negativné nabité fosfatové skupiné. Proto se molekuly pohybuji k opacné nabité
elektrodé (anod¢) (Smarda a kol., 2005; Tripathi, 2010).

Metoda se provadi ve vodném nosi¢i, kterym je agardzovy gel vytvarejici
sitovou strukturu polymernich molekul s pory (Serwer, 1983). Agardzové gely jsou
vhodné pro separaci molekul nukleovych kyselin piiblizné¢ od 100 bp az po 50 kbp.
Podle polohy gelu se rozlisuje elektroforéza horizontalni a vertikalni. Rychlost
pohybu se oznacuje jako elektroforetickd pohyblivost. Ta je nepfimo umérna
velikosti molekuly. Stanoveni velikosti nezndmé molekuly se urcuje podle jiz

znamého vzorku, tzv. hmotnostniho standardu (Smarda a kol., 2005).
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Obr. 13: Separace deoxyribonukleovych kyselin podle molekulové hmotnosti a velikosti v
elektrickém poli. DNA se podle téchto kritérii pohybuje smérem ke kladnému po6lu: anodé.
(Zdroj: http://media-2.web.britannica.com/eb-media/72/47672-004-4E16B61F.jpg)

2.2.7.3 Hybridizace DNA

Hybridizace je zaloZzena na principu parovani komplementarnich

jednofetézovych tsektt DNA (Barbu, 2007; Kudela a kol., 2002). Vyuziva se rozdilu
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v pevnosti kovalentni vazby mezi cukernatymi a fosfdtovymi skupinami. Tato
technika se provadi napiiklad v roztoku, v gelu, na filtrech, pfipadné Cipech.
Detekovana DNA je denaturovana. Dojde tedy rozvolnéni fetézci dvouSroubovice,
kterého lze dosahnout zahiatim, nebo chemickou cestou (napi. pomoci NaOH). Tyto
jednotetézcové useky lze poté detekovat pomoci znacenych sond, které se specificky
péruji s jednotetézcovymi DNA molekulami (Smarda a kol., 2005).

Hybridiza¢ni sondy je tfeba pfipravit. Jedna se tedy 0 jednoifetézcové
nukleotidové sekvence DNA nebo RNA, ktera je chemicky nebo radioaktivné
oznacena (Barbu, 2007). Od radioaktivniho znaceni se dnes pomalu upousti. Pro
pfipravu hybridiza¢nich sond se pouzivd vice zplsobl. Prvni mozZnosti je vyuziti
sekvence cDNA klonované ve vektoru nebo amplifikované pomoci PCR. Druhou
moznosti je vyuziti uméle syntetizovanych oligonukleotidl. Takto sestavené fetézce
maji obvykle délku 15-17 bazi (Smarda a kol., 2005).

Pfi radioaktivnim znaceni obsahuji nukleotidy sondy néktery radioaktivni
izotop, ktery se projevi zafenim na vrstvé fotografického filmu, papiru ¢i emulze.
Dalsi moznosti je vizualizace za pomoci chemického znaceni sondy, kdy jsou jeji
nukleotidy znac¢ené napi. molekulami biotinu nebo digoxigeninu. Tyto latky se vazou
na dUTP pouzitého namisto thyminu. Sonda je potom detekovéana protilatkou
specifickou pro digoxygenin. Na tuto protilatku je navazan enzym nebo
fluorescencni barvivo. Mezi tyto enzymy patii alkalicka fosfataza, peroxidéza, nebo
luciferaza. Z fluorescentnich barviv se pouziva fluoresceinu nebo rodaminu (Smarda

a kol., 2005).

2.2.7.4 Southern blot
Tuto metodu v roce 1975 poprvé popsal E. M. Southern, po kterém je

pojmenovana. Je vyuzivana k detekci specifickych DNA sekvenci (napt. fragmenti
z RFLP). Tyto sekvence jsou separovany na agar6zovém gelu za pomoci
elektroforézy, béhem které se molekuly DNA rozdéluji podle své velikosti. Poté se
prevade¢ji na nitrocelul6zovou, nebo nylonovou membranu. DNA fragment navazany
na tomto pevném nosi¢i miize byt dale identifikovan za pomoci komplementarniho
vldkna (sondy). Prvnim krokem je pouziti restrikéni endonukledzy k specifickému
naStépeni DNA vlaken na nékolik specifickych usekl. Tim vznikne n€kolik rGzné

dlouhych molekul 0 rizném mnozstvi. Tato smés se ve druhém kroku nanese na
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agarozovy gel, na kterém zac¢nou negativné nabité molekuly DNA putovat riiznou
rychlosti podle své velikosti ke kladnému polu. Poté nasleduje denaturace a
preneseni konkrétniho fragmentu na nylonovou, nebo nitrocelulosovou membranu.
Sondy mohou byt znadeny enzymaticky nebo radioaktivné (Edberg, 1985; Smarda a
kol., 2005). V ptipad¢ enzymatického znaceni se do reakce piidava substrat pro dany
enzym, diky kterému dojde k vizualizaci. Vysledek se na nylonové, nebo
nitrocelulosové membrané zobrazi jako tmavy pruh (Karcher, 1995). Pfi vyuziti
radioaktivniho znaceni je zapotfebi odborna piiprava pro praci s radioaktivnimi
materidly. Bylo vyvinuto mnoho komer¢nich kitd. Pavodné byly radioaktivné
znacené sondy senzitivnéjsi, ale v soucasné dobé& jsou oba typy, co se ty€e senzitivity
srovnatelné (Stanley, 2002).

Nasleduje pridani sond do membrany. Sondou je DNA nebo RNA fragment o
specifické sekvenci, ktera je komplementarni DNA vlaknu patogena (Barbu, 2007).

Tato metoda je spolehlivym nastrojem pro detekci. Diky technice Southern blot
lze detekovat mnoho konkrétnich sekvenci DNA i genomu o velikosti az n¢kolika
miliard nukleotidi. Za ideédlnich podminek muze byt touto metodou dekovano i
mnozstvi 0,1 pg DNA (Stanley, 2002).

Spolehlivost Southern blot spociva predev§im v uspéSnosti samotné
hybridizace. Ta vSak zavisi na mnoha faktorech, kter¢ mohou ovlivnit jeji citlivost a
specifitu. Mezi tyto limitujici faktory spada naptiklad délka sondy, i€innost a zptlisob
jejiho znaceni, vytvareni sekundarnich struktur, a zastoupeni guaninu a cytosinu
v DNA. Pro kontrolu specifity sondy se i zde vyuziva negativni a pozitivni kontroly,
kterou se ovéii spolehlivost testu (Stanley, 2002).

Southern blot najde kromé detekce vyuziti naptiklad v analyze genomu, kdy je
zapotiebi urcit polohu cilového genu v ramci genomové nebo plazmidové DNA. Pri
analyze riznych fragmentl, které obsahuji shodné sekvence DNA, miZe byt
Southernova metoda efektivnéj§i oproti  polymerdzové fetézové reakci.
Polymerazova ftetézovd reakce a Southern blot se mohou vzijemné doplnovat
napiiklad pfi analyze genomu (Stanley, 2002). Nevyhodou Southern blot je potieba
velkého mnoZzstvi DNA, znacna Casova naroCnost a potieba velkého mnozstvi
restrikénich endonukleaz. Modifikaci této metody je metoda Northern blot, kterd se

vyuziva pii hybridizaci RNA sekvenci (Edberg, 1985).
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Obr. 14: Metoda hybridizace Southernovou metodou.
(Zdroj: http://missinglink.ucsf.edu/Im/molecularmethods/images/blotting_clip_image001.gif)

2.2.7.5 Microarrays
Trend miniaturizace dal podnét k vytvofeni miniaturizovanych

automatizovanych testl tzv. mikrocipli, nebo také microarrays. Na povrchu takovych
¢ipl jsou navazany specifické jednotetézcové sondy. Princip metody spociva v
hybridizaci mezi testovanym vzorkem a specifickou sondou. MikroCipy jsou
vyrobeny nejcastéji ze skla, které je povrchove upraveno. Sondy jsou imobilizovany
na sklenéném povrchu desticky. Na jedné takové desti¢ce miize byt az nékolik stovek
tisic molekul. Je zapotiebi aby hybridizovaly pouze 100% komplemetarni vlakna,
coz vyzaduje spravnou optimalizaci hybridiza¢nich podminek (Gojova, Kozék,

2006).

2.2.7.6 Sekvenovdani DNA Sangerovou metodou
Cilem sekvenovani je stanoveni primarni struktury DNA. Znalost sekvence

DNA se vyuziva k odvozeni sekvence aminokyselin, které DNA koduje a urcuje tak
primérni strukturu proteinu (Smarda a kol., 2005).

Nejbéznéjsi metodou je Sangerova metoda sekvenovani vyuzivajici pusobeni
DNA polymeréazy. Do reakce vstupuje purifikovand molekula DNA, kterd ma byt
osekvenovana, primer, ktery s ni hybridizuje, DNA polymerdza (napi. Taq

polymeraza) a nakonec nukleotidy. Reakce probiha ve ¢tyfech vzorcich. Kromé jiz
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zminénych komponent se do kazdé mikrozkumavky ptidava jeden ze ¢tyi ddNTPS —
2’3’-dideoxyribonukleosidtrifosfat (v poméru obvykle 1:100). Jedna se o molekulu
podobnou deoxyribonukleosidtrifosfatu. Rozdil mezi dNTPs a ddNTPs je v absenci
3’-OH skupiny. Tato absence znemoznuje DNA polymeraze napojit dalsi nukleotid.
Retézce vznikaji dle pravidla o parovani bazi. Vlikno se zaéne syntetizovat od
sekvencné specifického primeru napojeného na fetézec a syntéza je terminovana
pravé ddNTPs (Janitz, 2011; Sanger a kol., 1977; Smarda a kol., 2005).

Po ukonceni reakce a po denaturaci reakéni smés obsahuje rizné dlouhé
jednovlaknové molekuly zacinajici 5'-koncem primeru a koncici pfislusnym
dideoxyribonukleotidem. Polohy zabudovanych dideoxyribonukleotidti v sekvenci
DNA terminuji polohu zjistované baze v molekule DNA (Janitz, 2011; Sanger a kol.,
1977; Smarda a kol., 2005).

Diive se takto sekvenovani provadélo ve Ctyfech mikrozkumavkach zvIast.
Dnes se nejvice vyuziva automatickych piistroji — sekvenatori. Molekuly DNA
prochézeji urcitou obdobou gelu, napt. kapilarou. Vyuziva se zde fluorescencniho
znaceni. Dideoxyribonukleotidy jsou oznaceny Ctyfmi ruznymi fluorochromy. Ty
pak terminuji konec syntetizovaného vlakna molekuly DNA. Molekuly jsou tfidény
podle velikosti a vtomto pofadi prochazeji kapilarou. V tom okamziku dojde
kK vyvolani fluorescence, jejiz intenzitu zaznamenava pocita¢ ve formé kiivky. Na
kiivce lze vypozorovat podle vrcholu kiivky (tzv. peaku) v které chvili byla
fluorescence nejintenzivnéjsi. Podle této kiivky muzeme urcit, jak prochéazely
jednotlivé dideoxyribonukleotidy za sebou. Pocita¢ zaroven podle této kiivky
generuje textovy kod — tedy zjistovanou sekvenci DNA (Janitz, 2011; Smarda a kol.,
2005).

10 20 30 40 50 60 70 80 90
CGATIG A TTHMGCGECOGCE AATTCGCCCTTTCTC TACG ACG ATG ATTTACACGCATG TGCTG AAMGTTGGCGGTGCCGE AG TGCGC TCACCGC

NU “ ‘M; [\

Obr. 15: Sekvenovani Sangerovou metodou. Takto se poditacéem vyhodnocuje vysledek.
(Zdroj:https://cs.wikipedia.org/wiki/Sekvenov%C3%A1n%C3%AD_DNA#/media/File:Sanger_
sequencing_read_display.png)
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2.3 Metoda LAMP (Loop-Mediated Isothermal
Amplification)

Jde o novégjsi metodu amplifikace nukleovych kyselin, kterd umoziuje vysoce
specifickou, u¢innou a rychlou amplifikaci za izotermickych podminek. Metodu
LAMP v roce 2000 vyvinul Notomi a kolektiv (Zhou a kol., 2011). Oproti konvenéni
a nejvice pouzivané PCR je LAMP rychlejsi a zaroven citlivéjsi. S pomoci LAMP je
mozno amplifikovat i nepatrné mnozstvi DNA v prabéhu jedné hodiny az na
mnozstvi 10° kopii (Notomi a kol., 2000). Vysledek reakce lze vyhodnotit na zaklade
zakaleni obsahu mikrozkumavky, ke kterému dojde vlivem uvoliovani pyrofosfatu
bé&hem reakce (Mori a kol., 2001). Vizualizaci 1ze provést také pomoci interkala¢niho
¢inidla (Njiru a kol., 2008). Metoda LAMP diky témto vlastnostem miize byt
ucinnym nastrojem pro rychlou detekci infek¢nich agens (Dhama a kol., 2014).

Do reakce pfichazi DNA zkoumaného vzorku, dale sada primert sestavajici ze
2 vné&jsich a 2 vnitinich primerd, nukleotidy (dNTPs) a DNA polymeraza. Ke
stabilizaci obsahu AT a GC se pouziva chemicka latka betain a nakonec se pouZije
stabiliza¢ni pufr. Bézn¢ se pouzivaji latky jako Tris-HCI s hodnotou pH 8,8, (NH,),
S04, MgSO, nebo tieba KC1 (Dhama a kol., 2014).

Vnitini primery nesou nazvy FIP a BIP. Vngjsi primery F3 a B3 plni hlavni
funkci pfi vytésiovani ptivodniho DNA vlakna jak bude vysvétleno nize. Do reakce
vice zkracuje dobu potiebnou pro pribéh celé reakce (Nagamine a kol., 2002). Na
vybér je ze dvou druhii polymerdz. Prvnim je BSm polymerdza izolovana z bakterie
Bacillus smithii a druhym polymeraza izolovana z Bacillus stearothermophilus — tzv.
Bst polymeraza (Dhama a kol., 2014). Optimalni teplotni rozpéti pro Bst polymerazu
se pohybuje mezi 60 - 65 °C (Notomi a kol., 2000). Spolehlivé vsak pracuje do
teploty 66 °C. Teplotni optimum pro Bsm polymerazu ¢ini 60°C. AvSak bezpecné
katalyzuje syntézu DNA do teploty 63 °C (Dhama a kol., 2014). Tyto DNA
polymerazy dokazi katalyzovat syntézu vlaken ve sméru 5'-3°, nemaji vSak 5'-3'
exonukledzovou aktivitu. Tato skutecnost umoziiuje témto DNA polymerdzdm
oddélovat DNA vlakna za soucasné syntézy novych vldken (Kim a kol., 2014).
Metodou LAMP lze amplifikovat i molekuly RNA (reverse-transcription LAMP —
RT LAMP). Do reakéni smési se pak krom¢ Bst, nebo Bsm polymerazy piida

reverzni transkriptaza. Diky tomu Ize s velkou Gc¢innosti detekovat RNA viry a dalsi
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typy RNA (napt. mRNA). Reverse transcription LAMP uplatnéni v ramci detekce
bakterii vSak spiSe nenajde (Notomi a kol., 2000).

Cela reakce LAMP se odehrava za izotermickych podminek pii teploté
pohybujici se na hodnotach teplotniho optima pouzit¢é DNA polymerazy. Oproti
PCR, kde je zapotiebi kviili denaturaci, annealingu a elongaci neustale stfidat teploty
za ruznych ¢asovych prodlev, se LAMP jevi na prvni pohled jako vyhodnéjsi metoda
amplifikace (Kamachi a kol., 2006).

Vydateny pribéh reakce lze oveétit jiz vizudlné. Behem reakce se totiz siran
hotecnaty preménuje na difosfore¢nan hotecnaty. Touto reakci dochéazi k zakaleni
obsahu mikrozkumavky, ve které reakce probiha. Podle zékalu a jeho intenzity se jiz
da hodnotit priibéh reakce. Bud turbidimetricky, nebo po pfiddni nékterého
interkala¢niho ¢inidla (SYBR green, ethidium bromid,..) fluorescenéné (Kamachi a
kol., 2006). Pro ovéfeni Gspésného prubehu amplifikace tak neni vylozené nutné
pouziti elektroforetické separace.

Jak bylo napsano vySe, v metodé¢ LAMP hraje ulohu sada vnéjsich a sada
vnitinich primerd. Celd reakce probiha V izotermickém prostiedi a fetézce se
enzymaticky prodluzuji. Proces amplifikace tedy probiha zcela samovolné. Vnitini
primery hraji vyznamnou roli zejména pro vytvafeni vlasenkovych struktur
(smycek), které jsou v reakci dilezité obvzlast béhem samotné elongacni faze. Tyto
primery nesou nazvy FIP (forward inner primer) a BIP (backward inner primer).
Vngjs$i primery plni svlij ukol zejména v prvni fazi celé¢ reakce, kdy se vytvari
vlakno, které je templatem pro samotnou elongaci. Ta se odehrava az posléze. Tyto
vnéj§i primery jsou tak do reakce pfidany v men$im mnoZstvi oproti vnitinim
primerim. Vng&jsi primery jSou pojmenovany F3 (forward - pfedni vnéjsi primer) a
B3 (backward- zadni vnéjsi primer) (Notomi a kol., 2000).

Principem a velkou vyhodou této metody je samovolny prubéh celé reakce bez
nutnosti stfidat teploty, jako je tomu napiiklad u PCR. Pfipravi se reakéni smés
obsahujici veskeré potfebné chemikalie, primery a templatovou DNA (Notomi a kol.,
2000). DNA muze byt pted zahajenim reakce denaturovana. Denaturace muze byt
provedena naptiklad vystavenim vzorku teploté 95 °C po dobu 10 minut (Yaseen a
kol., 2015). Poté se vzorek zchladi naptiklad ledem a nasledné po zchlazeni se prida
DNA polymeraza. Mikrozkumavka se poté umisti do zahiivaciho bloku, nebo jiného

zafizeni, ve kterém bude moci za izotermické teploty probéhnout celd reakce. Reakce
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je ukoncena zahtatim vzorku na teplotu 85 °C po dobu 10 minut. Cela amplifikace se
da rozde¢lit do dvou fazi (Notomi a kol., 2000). Bylo vSak prokazano, ze denatura¢ni
Krok neni nutny a reakce probéhne stejné tak dobie i bez denaturace (Nagamine a
kol., 2001).

V prvni fazi vznikaji templatové molekuly potfebné pro samotnou amplifikaci
cilového tseku. Tato molekula vytvaii na svych koncich vlasenky s kratkym
jednovldknovym tsekem na konci - smyckou. Tyto kratké jednovldknové smycky
umoziuji nasednuti vnitinich primerti. Vngj$i primery se uplatiuji pii syntéze
templatové molekuly (proto jsou v reakéni smési zastoupeny v mensi koncentraci
oproti vnitinim primerdm) (Rekha a kol.,2014). Reakce LAMP je ukoncena
vystavenim vzorku teplot¢ 80 °C v rozmezi 2-10 minut (Kubota, Jenkins, 2015;
Notomi a kol., 2000). Béhem této teploty dojde k deaktivaci DNA polymerazy
(Zhang a kol., 2011). Ve druhé fazi pak dochazi k samotné amplifikaci a elongaci
amplifikovanych molekul DNA (Notomi a kol., 2000).

2.3.1 Princip LAMP

Na kazdé jednovlaknové molekule se nachazeji mista rozpoznavana primery
vnitinimi a vnéj§imi. Na jednom DNA vlakné se nachazeji rozpoznavaci sekvence
F3c, F2c a Flc ve sméru 3°-5". Na jemu komplementarnim DNA vladkné pak lezi
rozpoznavaci sekvence Blc, B2c a B3¢ ve sméru 5°-3". Vnitini pfedni primer FIP
sestava ze sekvenci Flc a F2 ve sméru 5'-3" a vnitini zadni primer BIP je ve sméru

5’-3" tvoten sekvencemi Blc a B2 (Notomi a kol., 2000).

FIP (Forward Inner Primer) 5’ “ 3’
BIP (Backward Inner Primer) 5’ E 3’
F3 (Forward outer primer) 5’ ﬂ 3’
B3 (Backward outer primer) 5’ m 3’

Diagram sho“ing the location of four primers identifying six different regions in target sequence

Obr. 4: Popis a rozmisténi klicovych dseki pro LAMP na DNA vlaknech véetné popisu
jednotlivych primeri. (Zdroj: http://nexusacademicpublishers.com/uploads/imagesfiles/
Figl 444.png)
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Cely princip bude popsan na molekule s rozpoznévacimi sekvencemi F3c,
F2c a Flc. Na druhém DNA vldkné vSak bude probihat totozny proces, pouze DNA
sekvence a tedy 1 rozpoznavaci mista jsou komplementarni vuaci vlaknu
popisovanému. S rozpoznavacim mistem F2c nejprve hybridizuje ptfedni vnitini
primer. DNA polymeraza zacne ptipojovat dalsi nukleotidy ve sméru 5°-3". A tak
vznikne znovu dvouvlaknova DNA. V nasledujicim kroku vSak na rozpoznavaci
misto F3c prisedne vnéjsi predni primer F3 a zapocne znovu syntéza DNA vlakna a
tim rozvoliiovani pravé vzniklé dvousroubovice. V1akno vytvotfené vnitinim prednim

primerem se tak uvolni (Notomi a kol., 2000).

F3¢c F2¢Flce Target DNA Bl B2 B3

R ——"—"1 - 5’
e . S—— =3
F3 F2 F1 Ble B2¢B3ce
F3c F2¢Flc¢ -D— Bl B2 B3
(1) 3" -_— 5’
(313 ) -
'\F{P 2% (DNA Polymerase

with strand displacement activity

Obr. 15: Nasednuti vnitiniho pfedniho primeru na matricové vlakno. (Zdroj:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)
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Obr. 16: Vysledna dvouvlaknova DNA. (Zdroj:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)

F3c F2cFle B1 B2 B3
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SRR F}fn F1 Blc B2c B3c

Obr. 17: Nasednuti vnéj$iho pfedniho primeru. (Zdroj:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)

F3c F2¢Flc B1 B2 B3
(4) Vet s —— e w5
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Obr. 20: Piedtim vzniklé vlakno bylo oddéleno. Zde je nové syntetizované vlakno. (Zdroj:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)
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Obr. 8: Uvolnéné vlakno DNA, kter¢ je nutné k dal§imu kroku. (Zdroj:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)

Na tomto DNA vldkn¢ se naléza rozpozndvaci misto pro zadni vniifni primer
(BIP), ktery hybridizuje svoji sekvenci B2 Srozpoznavacim mistem B2c. DNA
polymeraza zatne vytvaret komplementarni vlakno a tak vznikne opét dvouvldknova
DNA. Nasledn¢ nasedne primer B3, od kterého se =zacne syntetizovat
dvousroubovice DNA a tim se celé pravé vzniklé vlakno znovu oddéli. Toto
uvolnéné vlakno jiz obsahuje vSechna nezbytna rozpoznavaci mista nutnd k samotné
elongaci (prodluzovani) vlakna DNA s cilovym usekem. Ve sméru 3'-5" je toto DNA
vlakno osazeno rozpoznavacimi misty F1, F2c a Flc, cilovou DNA a sekvencemi
B1, B2 a Blc. Jelikoz na obou koncich tohoto vldkna se nachazeji dvé rozpoznavaci
sekvence, které jsou samy sob¢ komplementarnimi, mize na obou koncich molekuly
dochazet ptrechodné k hybridizaci a vytvofeni vlasenek. Takto vzniklé¢ utvary

pfipominaji svym tvarem smyc¢ku (Notomi a kol., 2000).

Fl Blc B2¢ B3c
(6) F2 ‘! mils = 3
ey 3o M W 3 3 (B3 Primer]
Flec - B2B]c5'

Obr. 22: Nyni miiZe nasednout zadni vnitini primer a syntetizovat tak komplementarni vlakno.
To je vSak oddéleno po nasledné hybridizaci zadniho vnéjsiho primeru a syntéze
komplementarniho DNA vlakna. (Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)

_.Flc F2 FI Blc B2¢B3c
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3 EE | 3
F1 F2cFle Bl B2 B3

Obr. 9: Vznikla dvouvlaknova DNA. (Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)

Flec B1
(8) F2e fﬁuz
F1° " Ble

Obr. 10: DNA vlakno vzniklé vytésnénim DNA polymerazou po hybridizaci primeru B3. To je
templatovou molekulou pro naslednou elonga¢ni fazi. Komplementarni tiseky spolu hybridizuji
za vzniku vlasenek. (Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)
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Tento produkt jiz mtze vstoupit do druhé faze reakce. Na rozpoznavaci misto
F2c nasedne piedni vnitini primer a zahaji se tak syntéza komplementarniho vlakna
az k terminacni sekvenci Blc. Mezitim vSak pokracuje syntéza komplementarniho
DNA vlékna od F1. Tim padem se vytvari dvé totozna komplementarni vlakna ve
stejném sméru kazdé vSak z opacné strany této molekuly. DNA vlakno syntetizované
od sekvence F1 je totiz oproti vlaknu prodluzujiciho se od ptedniho vnitiniho
primeru (FIP) “o néco napted” a kratkodob¢ vznika dvouvldknova DNA. Vytvarenim
komplementarniho vlakna DNA polymerazou z druhé strany této molekuly dojde
Kk rozpojeni téchto vlaken. Jejich syntéza dale pokracuje. Po dokonceni tohoto
procesu zlistane molekula sestdvajici z dvouSroubovice a piebyvajici Casti
jednovldknové DNA, kterd obsahuje sekvence Blc, B2c a Bl. Komplementarni
useky Blc a Bl vytvofi vlasenkovou strukturu (smycku), ¢imz vznikne kratky
dvouvlaknovy tsek. V tuto chvili mtze nasednout DNA polymeraza a pokracovat
dale vsyntéze ve sméru 5°-3". Ve chvili, kdy DNA polymerdza doséhne jiz
dvouvlaknového useku vznikého pfednim vnitinim primerem, zacne toto vlakno celé
odd¢lovat a dal pokracuje v napojovani nukleotidd. Vznikne tak dvouvldknova
molekula s vlasenkou, na které lezi rozpoznavaci misto pro vnitini zadni primer
(BIP) a dale se oddélila jednovlaknova molekula se sekvencemi Flc, F2, F1 na jedné
stran¢ a Blc, B2 a Bl na stran¢ druhé (ve sméru 3°-5"). Tato jednovldknova
molekula diky komplementarnim tsekiim na obou svych koncich utvofi znovu
smyckovité utvary a poslouZzi opét jako templat pro amplifikaci. Tentokrat ma vSak
opacné regiony oproti templatové molekule vstupujici do elongacni fdze popisované
vySe. Z jedné jednovlaknové molekuly tak vznikla jedna molekula dvouvlaknova
obsahujici dva cilové tuseky DNA a druha krat$i jednovlaknova molekula
s komplementarnim usekem cilového genu. Na obou molekulach je rozpoznavaci
usek pro zadni vnitini primer, ktery nyni hybridizuje s obéma molekulami. Kratsi
jednovlaknova molekula projde totoznym procesem jako piedtim molekula
templatova, pouze nyni bude komplementarni vlakno obsahovat cilovou molekulu a
reakce zapocne iniciaci zadnim vnitinim primerem (BIP). Mezitim bude pokracovat
dal$i syntéza na nyni dvouvldknové molekule DNA také za pomoci zadniho
vnitiniho primeru (BIP). Po hybridizaci zadniho vnitiniho primeru dojde
k rozestoupeni dvouvlaknové molekuly do tvaru pismene V. DNA polymeraza zacne

ve sméru 5°-3'napojovat nukleotidy, ¢imz se zaCne zaroven dvouvldknovy usek
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DNA rozvolnovat. Takto opét vznikne molekula, ve které je dvouvladknovy tsek a
dale jednovlaknovy zbytek. Tento jednovldknovy zbytek obsahuje cilovou sekvenci,
dale sekvence Flc, F2 a F1 a komplementarni sekvenci cilového useku zakoncenou
oblastmi Blc, B2c a B1. Toto uspofadani zpusobi to, ze se cely jednovlaknovy
zbytek na zaklad¢ vytvotrenych smyc¢kovitych utvari narovna (neplati pro vlasenky —
smycky). Jakmile vznikne tento utvar, dokon¢i DNA polymerdza syntézu
komplementarniho vldkna vi¢i tomuto jednovlaknovému tseku. Cinnost DNA
polymerazy nadale pokracuje ve chvili, kdy narazi na tsek dvouvldknovy. Ten se
zacne jednoduse znovu oddé€lovat a DNA polymeraza mezitim oddélovany zbytek
znovu dosyntetizuje. Tak vznikne dvouvldknovd molekula, ve které jsou jiz Ctyfi
kopie cilového useku. Oddéleny jednovlaknovy usek obsahuje sekvence B1, B2c a
Blc, komplementarni sekvenci vici cilovému useku, sekvence F1, F2 a Flc, cilovou
sekvenci a nakonec sekvence Bl, B2 a Blc. Vzhledem k vyskytim
komplementarnich Gsekl se na této molekule utvofii tfi vlasenkové struktury. Diky
vlasenkovym strukturam bude mit molekula do¢asné tvar pismene T (Notomi a kol.,
2000).

Mezitim z predtim kratké jednovldknové molekuly vznikla dalsi matrice S
klicovym rozpoznavacim mistem B2c. S timto mistem hybridizuje zadni vnitini
primer a DNA se za¢ne prodluzovat (Notomi a kol., 2000).

Z celého vyse popsaného postupu vyplyva, ze produkti celé reakce je mnoho a
tyto produkty nabyvaji rizné délky. Tuto skutecnost mizeme pozorovat i pfi
samotné elektroforetické separaci DNA. Oproti PCR, kde se uspé$ny prubéh
amplifikace zobrazi na gelu jako jeden prouzek, se Gspésné amplifikované produkty
LAMP objevi jako mnoho prouzkli rozdélenych podle velikosti. Rozdily jsou tak
malé, ze na gelu ptipomina spiSe jeden celistvy sloupec, nez jednotlivé prouzky (viz.

obr. 26) (Notomi a kol., 2000).

44



H Flekie

=
- ge—t _—, D
i
T
=
= s,

Blc ,,‘ Blc

(9) b Vi v
L Ble S22l Ll Fiekie >
r2f packle Bi1cB) B2 Blc l-l':’_-ﬁ;;; “;;";n"e,n
Leam _‘)uk L — >

o

Kl
¥l
Fle -

7% P,

* ’“ Bic e BI nf{.%:, F :5.“‘:

¥2f pactie n 2 Ble ‘Ble

(gl B1cB1 unm (1) B1
Fle Bl TRie

Obr. 11: Pribéh metody LAMP. (Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html)
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Obr. 26: Elektroforetické vyhodnoceni amplifikace metodou PCR (a) a metodou LAMP (b).
(Zdroj: http://www.omicsonline.org/JPPMimages/2157-7471-4-153-g004.gif)
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Obr. 27: Pribéh metody LAMP. (Notomi a Mori, 2015 — prevzato)

2.3.2 Urychleni reakce pridanim loop primeri
Metodu LAMP lze jesté vice zefektivnit pfidanim dalSich dvou primerti. Do

reakce tedy vstupuji tii sady primert, které rozpoznavaji osm DNA sekvenci. Kromé
¢tyt standartnich primert FIP, F3, BIP a B3 tak do reakce piichazi dalsi dva tzv. loop
primery pojmenované Loop F (Loop forward) a Loop B (Loop Backward). Loop F
ma rozpoznavaci misto mezi rozpoznavacimi sekvencemi pro FIP primer, a sice mezi
F1 a F2. Nasledna syntéza komplementarniho vlakna zafne probihat ve sméru
rozpoznavaciho mista F2. Rozpoznavaci misto pro primer Loop B primer lezi mezi
rozpoznavacimi sekvencemi pro BIP primer, to znamend mezi rozpoznavacimi
oblastmi Bl a B2. Nové komplementarni vldkno se zafne vytvafet smérem
Kk rozpoznavacimu mistu B2. Loop primery se tedy uplatni teprve po vytvofeni

templatového vlakna, které je klicovym prvkem pro elongacni fazi. Jak bylo popsano
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vyse, tento templat ma na kazdém ze svych koncti vlasenkovou strukturu. Na jednom
z téchto koncu se pak bude vzdy nachazet jedno z rozpoznavacich mist pro loop
primery. Na jednom konci pak nasedne vnitini primer, od kterého se zaéne
syntetizovat komplementarni vldkno vic¢i templatovému, které se zaroven bude dale
ve sméru 5’-3 enzymaticky prodluzovat a na druhém konci hybridizuje loop primer a
zacne se od tohoto konce syntetizovat nové DNA vlakno ve sméru 5°-3". Aplikace
tdchto extra primerti celou LAMP reakci zrychli o vice neZ polovinu. Uspora ¢asu je

tak skute¢né markantni (Nagamine a kol., 2002).
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Obr. 28: Amplifikace LAMP s vyuzZitim loop primeri. Na obrazku je patrné, jakym zpisobem
dochazi k urychleni celé reakce. (Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/img/loop_01.jpg)
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Obr. 29: Reakce LAMP s vyuzitim urychlujici sady primerd. V pribéhu reakce byla méiena a
zaznamenavana intenzita vydavané fluorescence korelujici s amplifikovanym mnozZstvim dvou
analyzovanych vzorki. RiiZzova krivka predstavuje amplifikaci vzorku s vyuZzitim standartnich 4
primeri. Modra kiivka prezentuje vzorek LAMP s vyuzitim loop primeru. Doba potiebna pro
reakci se zkratila témér o polovinu. (Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/img/loop_02.jpg)

2.3.3 Vyhodnoceni LAMP

Zda-li doslo k usp&sné amplifikaci vzorku lze odhadnout jiz od pohledu na
mikrozkumavku. Béhem amplifikace se totiz Siran hofeCnaty pieménuje na
difosfore¢nan hotec¢naty. Diky tomu dochazi k zakaleni obsahu mikrozkumavky, ve
které reakce probihd. Podle intenzity zdkalu se da jiz konstatovat, zda doslo k
amplifikaci. Dale lze vysledek metody LAMP vyhodnotit pfidanim nékterého
interkala¢niho ¢inidla (SYBR green, ethidium bromid,..) pifipadné fluorescenéné
(Kamachi a kol., 2006).

Vznik pyrofosfatu a jeho reakce s Mg2+ se odehrava timto zplisobem:

(DNA),.1 + dNTPS — (DNA), + P,0; *

P,0 %~ + 2 Mg*" — Mg,P,0

Jak bylo naznafeno vySe, béhem reakce LAMP dochazi v reakcni
mikrozkumavce k precipitacni reakci. Pfi vytvafeni novych DNA vlaken se tim, jak
se zafazuji nové nukleotidy, uvoliiuje pyrofosfat. S touto slouceninou posléze reaguji
ionty hotc¢iku (Mg2+) za vytvoreni bilého zékalu uvnitt mikrozkumavky (Mori a kol.,
2001). Bylo ovéfeno, ze intenzita zdkalu je pfimo Umérnd mnoZstvi DNA nové
syntetizované LAMP amplifikaci (Mori a kol., 2003). Pfitomnost zakalu ma tak
vypovidaci hodnotu o tom, zda amplifikace prob¢hla, ¢i nikoli (Nagamine a kol.,

2002). Testujeme-li vzorek na pfitomnost DNA patogena, lze jiz na zaklade
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pritomného zakalu predpokladat, ze DNA tohoto patogena je pfitomna v testovaném
vzorku. Tento precipitat je patrny jiz na prvni pohled. Pro lep$i posouzeni nékteii
autofi nechali vzorek po LAMP reakci odstiedit. Centrifugaci lze provést napiiklad
pii rychlosti 5000 otacek/min po dobu 10ti minut. Precipitat zlstdva na dné
zkumavky v podobé ndpadné usazeniny, a tim lze snadngji urCit pritomnost
amplifikované DNA. Je-li dalSim krokem nasledna manipulace s DNA napf. pro
objektivnéjsi posouzeni vysledku, doporucuji Mori a kol. 2001 odstranéni
provadi celkem trikrat (Mori a kol., 2001). Druhou moznosti, jak lze precipitaci
hodnotit je stanoveni turbidity pomoci spektofotometru (Mori a kol., 2001), ptipadné
turbidimetru (Mori a kol., 2003). Nejprve se ptipravi slepy vzorek, ktery sestava z
pufru odpovidajici slozenim a koncentraci pufru, ve kterém reakce probihala. Po
zméteni slepého vzorku se do kyvety aplikuje urcity objem pufru pouzitého pro
cilovy vzorek. Rozdil v intenzit¢ zakalu mezi slepym a cilovym vzorkem je pak
vysledkem turbidimetrického méfeni. JelikoZ intenzita zdkalu koreluje s mnozstvim
amplifikovaného produktu, i naméfena hodnota se od tohoto mnozstvi odviji (Mori a
kol., 2001). M¢éteni se doporucuje provést co nejdiive po dokonceni amplifikace
(Zhang a kol., 2014). Vzristajici intenzitu zakaleni je mozno zaznamenavat jiz v
pribéhu reakce. (Mori a kol., 2001). Tzv. real-time turbidimetrie umoznuje ziskavat
data v kratkych Casovych intervalech a zaznamenané hodnoty vynést do grafu.
Princip méfeni metody je stejny. Zakal se hodnoti pfimo v reakénich zkumavkéch.
Piistroj je upraven zpisobem, ktery zajist'uje izotermické prostiedi. Je moZzno méfit i
vice vzorkl najednou. Vyhodnoceni 1ze provést poc¢itacem (Mori a kol., 2003).
Princip stanoveni hodnoty zékalu se stanovuje nasledovné. Svételnym zdrojem
ve spektrofotometru, nebo turbidimetru je vyzafovano zafeni urCité vinové délky.
Tuto hodnotu lze oznalit jako l_gp. Vyzatované svétlo prochazi kyvetou skrze
vzorek. Castice zodpovédné za zékal uvnitié mikrozkumavky uréity podil dopadeného
svétla absorbuji, nebo odrazi. Svétlo, které proslo kyvetou je zachyceno senzorem
(tim je zpravidla fotodioda). Tuto naméfenou hodnotu miizeme oznaéit jako lpp. Cim
vice koloidnich ¢astic se nachazi v méfeném vzorku, tim méné svétla projde vzorkem
a bude zachyceno. Intenzita zékalu se vypocita jako logaritmus podilu zafeni, které

bylo zachyceno senzorem a zafeni vyzafovaného svételnym zdrojem. Tedy podle
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vzorce Ln(lpp / I ep). Svételnym zdrojem muze byt napiiklad LED dioda (Mori a
kol., 2003).

Vyhodnoceni LAMP na zakladé piitomného zakalu je Setrné vuci Zivotnimu
prostiedi oproti vyhodnoceni s vyuzitim interkala¢nich ¢inidel (Mori a kol., 2001,
Zhang a kol., 2014).

Controls Heat-treated viral cultures

+ve -ve | 1 2 | 3 4

Pfu/reaction: 960 96 9.6 0.96

Obr. 30: Vyhodnoceni reakce LAMP podle zakalu. Zleva: Prvni vzorek slouzici jako pozitivni
kontrola, negativni kontrola a dile testované vzorky. Cim vys§i intenzita zikalu
mikrozkumavky, tim vyssi je koncentrace pritomného patogenniho organismu. (Zdroj:
http://wwwnc.cdc.gov/eid/images/06-1572-appF1-s1.jpg)

Dalsim zpusobem, kterym Ize ovéftit piitomnost patogena (respektive spravny
pribéh amplifikace), je vyuziti n€kterého z fady interkalacnich Cinidel. Mezi ta
nejznaméjsi patii SYBR green a ethidium bromid. Tato ¢inidla se nespecificky vazi
na dvouvlaknovou strukturu DNA za zmény zbarveni. V piipad¢ barviva SYBR
green dochdzi pfi navdzani se na dsDNA ke zméné oranzové barvy na zelenou.
Detekovat se da kromé& pozorovani na dennim svétle také pod UV svétlem. Ethidium
bromid se také vaze na dvouvldknovou DNA a v pfipad¢ navazani lze tuto DNA
detekovat pod fluorescen¢ni lampou. Ethidium bromid ma pod UV svétlem rizovou
barvu a jeho nevyhodou jsou jeho teratogenni a mutagenni U¢inky. Interkalacni
¢inidla maji inhibi¢ni GC¢inek na pribéh LAMP a z toho divodu se ptidavaji
nejcastéji po dokonceni reakce (Zhang a kol., 2014). Stejn¢ jako se da v realném Case
zaznamenavat intenzita zékalu, 1 fluorescence se da métit béhem celého procesu. Pfi

pfipravé reakéni smési se pfida interkalacni Cinidlo, kterym muze byt naptiklad
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SYBR green. S narustem amplifikované DNA se pak zvySuje i intenzita vyzafované

fluorescence (Lucchi a kol., 2010).
N P 1 2 3 4 5 6

Obr. 31: Detekce LAMP s pomoci interkala¢niho barviva SYBR green. Barvivo se vaZze na
dvouvlaknovou DNA a v takovém pripadé je vzorek detekovan na zakladé vydavané
fluorescence. Na obrazku je tento vzorek mezi ostatnimi vzorky snadno patrny. (Zdroj:
https://Ih3.googleusercontent.com/nf0f3Yj1jEX39p7KL554CVaxavrRbeZ14gpgm57zozloNX7L
_PGyiESyFWR9wW-JZgR4AecM=s170)

Dalsim zptisobem detekce je vyuziti indikacnich barviv — tzv. kolorimetrické
znaceni. Jednim z téchto barviv je calcein. Calcein se piidava pred samotnou LAMP
reakci pfimo do reakéni smési. Tato latka je na zacatku celé amplifikace v interakei s
ionty Mn?**. B&hem reakce jsou ionty manganu z této vazby uvoliiovany. Reaguji
totiz s uvoliujicim se pyrofosfaitem za vzniku Mn,P,0s. Mn®* je jednim z prvki,
které inhibuji fluorescencni vlastnosti calceinu. Po jeho vyvazani se za¢nou prazdna
vazebni mista v molekulach calceinu obsazovat ionty Mg®*. Dalsi ionty Mg?*
obsazené v reakéni smési mezitim reaguji s uvoliiujicimi se molekulami pyrofosfatu
za vzniku Mg,P,0;. Komplex calcein - Mg®* jiz umoziiuje, aby calcein vydaval
fluorescenéni reakci. Svétle zelené zareni lze pak snadno detekovat. V ptipadé
vizualizace s pomoci calceinu se metoda LAMP stavd o néco méné citlivou a
rozliSovaci schopnost je o néco nizs$i. Divodem jsou inhibi¢ni ucinky calceinu na
pribéh amplifikace, které jsou pfisuzovany jednak interakci mezi touto latkou a

dvouvlaknovou DNA, dale pak ptitomnosti MnCl, (Zhang a kol., 2014).
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Obr. 32: Princip kolorimetrické reakce s vyuZitim calceinu. Ubytek ionti manganu béhem
amplifikace umoZiiuje hoie€natym iontim reagovat s calceinem za vzniku kolorimetrické
reakce. (Zdroj: http://www.nature.com/nprot/journal/v3/n5/images/nprot.2008.57-F2.jpg)

d

- - - -
Obr. 33: Vizualizace LAMP calceinem. Pozitivni vzorek vyzafuje jasnou zelenou fluorescenci.
Vlevo je vzorek umistén pod UV lampou. Na pravé ¢asti snimku se testované vzorky nachazeji
na dennim svétle. (Zdroj: http://www.nature.com/nprot/journal/v3/n5/i)
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Obdobny princip jako v piipadé calceinu plati i v pfipad¢ barviva hydroxy-
naftolové modii (HNB). Oproti calceinu je znadeni timto indikatorem citlivéjsi.
Inhibi¢ni efekt se u tohoto barviva neptedpokldda. Toto barvivo reaguje zménou
barvy z fialové na modrou v zavislosti na koncentraci pfitomnych Mg®" iontd. S tim,
jak reaguji béhem LAMP hotecnaté ionty s pyrofosfatem za vzniku Mg,P,07, klesa
jejich koncentrace v roztoku a spolu s tim se méni zabarveni reakéni smési (Zhang a
kol., 2014).

M CK S 1 2.3 45 6 78 9 10 1112
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2000
1000
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Obr. 34: Vizualizace metody LAMP za pomoci elektroforetické separace (A) a hydroxy-
naftolové mod¥i (B). (Zdroj: https://www.scienceopen.com/document_file/636af6ac-1849-4fec-
b3aa-df64717890e3/PubMedCentral/image/1471-2180-14-38-4)

2.3.4 Real-time LAMP
Metoda LAMP miuze byt vyhodnocovana v realném case (real-time LAMP).

Pokud se ptidéa interkalacni €inidlo do reakéni smési jiz pied amplifikaci, je poté
mozné fluorescen¢ni zafeni zaznamenavat jiz béhem amplifikace. Pokud se vzorek
analyzuje na zéklad€ tvorby zakalu vznikajiciho pfi amplifikaci, je mozné stejné tak
zaznamenavat a hodnotit v redlném c¢ase i vzrlstajici intenzitu zakalujici se smési

analyzovaného vzorku (Zhang a kol., 2014). Intenzita zakalu dava v prib&hu reakce
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informaci o aktudlni kvantit¢ produktu (Yamazaki a kol., 2013). K real-time méteni
zakalu lze vyuzit napi. piistroj LA-200 (LoopAMP real time turbidimeter) od
japonské firmy Eiken Chemical (Jenkins a kol., 2011). Stejn¢, jako je real-time PCR
metodou vyuzivanou ke kvantifikaci nukleovych kyselin, slouzi i metoda real-time
LAMP ke stejnému ucelu (Rekha a kol., 2014; Longjam a kol., 2011). Pfi pouziti
interkalac¢niho Cinidla lze ziskat kvantitativni idaj o aktualni koncentraci DNA jiz po
navazani tohoto barviva na strukturu DNA vstupujici do reakce. Na zakladé
vydavané fluorescence na pocatku i v prubehu reakce lze velmi pfesné stanovit
momentalni mnozstvi DNA v mikrozkumavce. Velmi efektivni se jevi interkalacni
¢inidlo SYBR green I s detekénim limitem 210 kopii /ml. Efektivni se jevi také
ethidium bromid. Dale Ize vyuzit barviv SYTO-81, ptipadné¢ SYTO-82 (Zhang a
kol., 2014). K realizaci real-time LAMP je zapotiebi piistroj, ktery zajisti
izotermické prostiedi celé reakce, a zaroven dokdze snimat a zaznamendvat
fluorescenéni zafeni. K tomuto ucelu lze pouzit ptistroj pro real-time PCR (Lucchi a
kol., 2010; Kubota a kol., 2011; Nagamine a kol., 2002).

V porovnani s vysoce citlivou metodou real-time PCR dosahuje metoda real-
time LAMP jesté vyssi citlivosti. V piipadé real-time detekce neni zapotiebi vyuzivat
elektroforézy a vyhodou je také jednodussi pfiprava vzorku. Béhem real-time LAMP
se vytvaii velké mnozstvi produktu a oproti real-time PCR je real-time LAMP

rychlej$i a méné nadkladnou metodou (Yamazaki a kol., 2013).

2.3.5 Multiplex LAMP (MLAMP)
Pomoci modifikace loop-mediated isothermal amplification - multiplex

LAMP (mLAMP) lze detekovat i vice patogennich organismil najednou v ramci
jedné reakce. V ptipadé multiplex LAMP se jako indikatoru amplifikace vyuziva
fluoroford, které vyvolavaji fluorescencni signal (Aonuma a kol., 2010; Kubota,
Jenkins, 2015). Aby fluorofory vydavaly fluorescen¢ni signal teprve v piipadé
probihajici amplifikace, musi byt jejich fluorescencni aktivita do té doby blokovéna.
K tomu se vyuziva tzv. zhdSecl. Nachdzi-li se zhase¢ v tésné blizkosti fluoroforu,
dochdzi k inhibici fluorescencniho zafeni. Tyto zhaSece jsou umistény na konci té
¢asti primeru, kterd po navazani primeru ke své cilové sekvenci precniva a
nehybridizuje. S touto ¢asti primeru je totiz hybridizovan kratky DNA usek, na jehoz

konci je navdzan fluorofor tak, aby sousedil se zhdSeCem umisténém na vlakné
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primeru. Béhem amplifikace dojde k vytésnéni tohoto kratkého vlakna i
s fluoroforem, jehoz fluorescence neni dale blokovana pfitomnosti zhase¢e. Mohou
byt takto znaceny vnitini primery nebo loop primery piidané k urychleni reakce.
Princip tohoto znaceni bude popsan na molekule pfedniho vnitiniho primeru (FIP).
Pfedni vnitini primer ve sméru 5°-3" sestdva z rozpoznavaci sekvence Flc a F2.
Sekvenci F2 hybridizuje primer s DNA patogena, usek Flc vSak nemuze v tuto chvili
hybridizovat, nebot’ nema v tuto chvili komplementarni protéjSek. Tohoto useku se
vyuzivda k navazani fluoroforu. S pfecnivajicim tsekem primeru je totiz
hybridizovéana kratka molekula DNA a na jejim 3" konci se nachazi fluorofor. Na 5’
konci primeru (piecnivajici usek Flc) je pak umistén zhase¢. Dojde-li k amplifikaci,
je kratka sekvence s fluoroforem amplifikaci vytésnéna. Fluorofor tak jiz neni dale
inhibovan a zac¢ne vydavat fluorescencni signal (Tanner a kol., 2012; Kubota a kol.,
2011). Pro kazdy detekovany organismus je tfeba pouzit jiny fluorofor. Test se
vyhodnocuje jako real-time LAMP, a tedy je cela reakce monitorovana od zacatku do
konce v redlném case. Ptistroj musi byt schopny detekovat odlisné fluorescencni
signaly vydavané jednotlivymi typy fluoroford, diky tomu lze pak od sebe rozlisit
jednotlivé organismy (Tanner a kol., 2012; Kubota, Jenkins, 2015).

2.3.6 Detekce v polnich podminkach

Zajisténi izotermalnich podminek pro pribéh celé reakce je velmi efektivni.
Umoznuje to provadét tuto reakci pfimo v terénu. V zemich, kde neni k detekci
dostupné elektiina je tak moZzno vyuZit i jinych zdroji k vytvofeni izotermického
prostiedi naptiklad chemickou cestou (Mori a kol., 2001). K polni detekci metodou
LAMP lze vyuzit ptistoje Smart-DART™. Toto zafizeni dokaze vyvinout potfebnou
teplotu a udrzet ji po celou dobu reakce. Umoznuje detekovat celkem az 8 vzorki
najednou. V praxi to mize znamenat detekci 6 vzorkd a dale jednoho vzorku jako
negativni a jednoho jako pozitivni kontroly. Pfistroj umoZziuje v prvni fazi extrakci
DNA. Testovany vzorek se umisti do mikrozkumavky pro extrakci ur¢enych spolu
s potfebnymi ¢inidly a poté nésleduje ohtati vzorku. Doba extrakce mtlize trvat
zhruba 10 minut pii teploté 85 °C. Nasledné se pfipravi master mix — reakéni smes
pro amplifikaci. Za pomoci miniaturni centrifugy se vzorek odstfedi. Centrifugace
trva par sekund. Cést ziskané vyizolované DNA (supernatant) je z extrakénich

mikrozkumavek aplikovdna spolu S dalSimi komponenty pro LAMP do reakéni
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zkumavky a nasleduje ohtati vzorku na amplifikacni teplotu. Pfidanim loop primert
je tak mozné jiz za 20 minut od pocatku amplifikace znat vysledek reakce (Keramane
a kol., 2015). Jednou z dalsich vyhod pfistroje Smart-DART™ je real — time
vizualizace. Tedy i v polnich podminkach Ize patogena nejen detekovat, ale také znat
pfesnou koncentraci amplifikované DNA. Smart-DART™ je ovladan ptes zatfizeni
bluetooth specialni aplikaci fungujici na platform¢ Android. Ziskana data se odesilaji
pies bluetooth do mobilniho zafizeni a naméfené hodnoty jsou zaznamenavany do

grafu (Keramane a kol., 2015; Yaseen a kol., 2015).

@,

(
SING;E-WELL DEVICE
_—

8-WELL DEVICE V.3.0

Obr. 35: Pristroj Smart-DART™ uréeny k polni amplifikaci DNA. PFistroj je ovladan pies
bluetooth zarizeni pomoci specialni aplikace ve smartphonu nebo tabletu. (Zdroj:
http://staticl.squarespace.com/static/537ab7efe4b0d683376a1025/t/53a00af3e4b05bbc2dc5f93a/1
400808271435/SmartDartPromo08202013.jpg?format=300w)

Obr. 36: Pristroj Smart-DART™ umoziiuje detekovat najednou az 8 vzorki. (Zdroj:
https://images.indiegogo.com/file_attachments/841730/files/20140908013516-Smart-
DART_3.0_Platform_Smaller_Promo.png?1410165316)
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3. Zavér

Metoda loop-mediated isothermal amplification jiz byla vyuzita k detekci
mnoha infekénich organismt (Mori a kol. 2013). V soucasné dob¢ je stale
nejvyuzivanéj$i amplifikaéni technikou polymerazova fetézova reakce (PCR). Oproti
konvenéni PCR ma LAMP vyss§i rozpoznavaci schopnost. Zarovein diky DNA
polymeraze pracujici za izotermickych podminek je LAMP oproti PCR podstatné
rychlejsi (Kamachi a kol., 2006). LAMP je metoda vysoce senzitivni a specificka.
Mezi dalsi pfednost LAMP patii nizka ekonomicka naro¢nost (Zhou a kol., 2011).
Bylo vyvinuto jiz né€kolik praci popisujicich detekci Erwinia amylovora metodou
LAMP (Bithimann a kol., 2013; Gosch a kol., 2012). LAMP se ukazala byt pfi
detekci Erwinia amylovora velice spolehliva a rychla (Bihlmann a kol., 2013).
Detekéni limit je srovnatelny s metodou nested PCR (Temple a kol, 2008; Aydin-
Schmidt, 2014). Obvykla reakce LAMP trva zhruba 60 minut. Pfidanim loop primert
Ize reakéni Cas zkratit o polovinu az o dvé tretiny standardni reak¢éni doby (Nagamine
a kol., 2002; Notomi a kol., 2015). Diky uvoliujicimu se pyrofosfatu béhem syntézy
novych DNA vlaken Ize na zaklad€ zakalu uvnitt mikrozkumavky stanovit, zda doslo
k amplifikaci. Intenzita vznikajicitho zakalu je totiZ pfimo Umerna vzniku novych
DNA fetézcu (Mori a kol., 2001). Zaroven je mozné zakomponovat do reakéni smési
indikacni barviva. V pfipadé€ pozitivni reakce dochézi ke kolorimetrické reakci, ktera
se projevi zménou zbarveni, nebo vydavanou fluorescenci. Snadna je 1 vizualizace s
pomoci béZnych interkalacnich ¢inidel, kterymi jsou napf. ethidium bromid, nebo
SYBR green. Tyto barviva vydavaji fluorescenéni =zafeni, navazi-li se na
dvouvlaknovou DNA. Diky rychlosti i jednoduchosti loop-mediated isothermal
amplification je tato metoda perspektivni nejen k detekci v laboratofi, ale 1 pfimo v
polnich podminkach (Keramane a kol., 2015). Rychla diagnéza, kterou metoda
LAMP umoznuje, mize byt vyznamnym néstrojem vc¢asného odhalovani patogena
V mistech napadeni. Pomoci metody LAMP je tak mozné lépe mapovat vyskyt,
Detekce pomoci multiplex LAMP nabizi moZnost identifikovat vice neZ jednoho
patogena v prub¢hu jedné reakce. Neni prozatim publikovano piili§ praci, které by se
detekci fytopatogennich bakterii s pomoci multiplex LAMP zabyvali. Bylo by dobré

vzhledem k vySe popsanym vyhoddm LAMP tuto modifikaci vyzkouSet v praxi.
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Naptiklad aplikovat multiplex LAMP k detekci Erwinia amylovora a nékteré dalsi

bakterie (napt. Pantoea aglomerans).
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Pribéh metody LAMP.

Pribéh metody LAMP.

LAMP (vpravo)

Pribéh metody LAMP

Amplifikace LAMP s vyuzitim loop primert
Reakce LAMP s vyuzitim urychlujici sady primerda.
Vyhodnoceni reakce LAMP podle zakalu.
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Separace deoxyribonukleotidovych kyselin podle molekulové hmotnosti.

Elektroforetické vyhodnoceni amplifikace metodou PCR (vlevo) a metodou
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Obr. 31: Detekce LAMP s pomoci interkalacniho barviva SYBR green.

Obr. 32: Princip kolorimetrické reakce s vyuzitim calceinu.

Obr. 33: Vizualizace LAMP calceinem.

Obr. 34: Vizualizace metody LAMP za pomoci elektroforetické separace (A)
a hydroxy-naftolové modfi (B).

Obr. 35: Ptistroj Smart-DART™ urceny k polni amplifikaci DNA.

Obr. 36: Ptistroj Smart-DART™ urceny k polni amplifikaci DNA.

5.2 Seznam zkratek

LAMP — Loop-mediated isothermal amplification
PCR- Polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova reakce)

Taq polymeraza — Termostabilni DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus

aquaticus

Bst polymeraza — DNA polymeraza izolovana z bakterie Bacillus
stearothermophilus

Bsm polymeraza — DNA polymeraza izolovana z bakterie Bacillus Smithii

ELISA - Enzyme linked immunosorbent assay

bp — Base pair(s) (nukleotidovy par / pary)

kbp — Kilo base pairs (1 000 nukleotidovych part)

Mbp — Mega base pairs (1 000 000 nukleotidovych part)

FIP — Forward inner primer (Pfedni vnitini primer)

BIP — Backward inner primer (Zadni vnitini primer)

F3 — Forward outer primer (Pfedni vné&jsi primer)

B3 — Backward outer primer (Zadni vnéjsi primer)

Loop F — Loop forward

Loop B — Loop backward

RT LAMP — Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification

Rt-LAMP — Real-time loop-mediated isothermal amplification

MLAMP — Multiplex loop-mediated isothermal amplification
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