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Abstrakt

Tato prace shrnuje zakladni poznatky o druhu Mycoplasma gallisepticum a navrhuje
detek¢éné-rozliSovaci metodu, ktera odlisuje tento druh od ostatnich druhti rodu Myco-
plasma. Optimalizaci metody real time PCR bylo umoznéno zpiesnéni a zvySeni efek-
tivity detekce unikatnich sekvenci z genomu M. gallisepticum. Funk¢&nost a spravnost
metody byla posléze ovéiena detekci M. gallisepticum ve smésnych vzorcich ptacich

a mySich mykoplazem.

Klic¢ova slova: Mycoplasma gallisepticum, Mollicutes, onemocnéni driibeze, bakterie,
faktory virulence, detekce, vakcina, real time PCR, multiplex PCR, MAMA, mg2,
glpK, potC, plpA, pvpA, Mycoplasma synoviae, Mycoplasma meleagridis, Myco-
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Abstract

This thesis reviews the basic knowlegde of a bacteria Mycoplasma gallisepticum and
attempts to propose a functional detection protocol to distinguish M. gallisepticum
from related species of the genus Mycoplasma. Real time PCR optimalization has re-
fined the specificity and increased the efficiency of detection of selected genomic loci
for M. gallisepticum. The functionality and accuracy of the method was verified in
laboratory experiments by detecting the occurrence of M. gallisepticum in mixed

Mycoplasma samples.
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1 Uvod

Fylogeneze, vychazejici z morfologickych znaku, neptedstavuje v soucasné dobé spo-
lehlivy selektivni pohled na rozdilnost jednotlivych druhi bakterii. Z tohoto divodu
se identifikace druhu fidi ziskanymi sekvena¢nimi daty genetické informace. Odlis-
nost na urovni genetické informace je pomérné stabilnim prostiedkem pro zisk spo-
lehlivgjsich dat a poskytuje presnéjsi rozhrani nejen mezi jednotlivymi druhy, ale
dokéze odlisit i variabilitu v rdmci druhu.

Rod Mycoplasma zahrnuje Siroké spektrum patogennich bakterii, zptsobujicich
respiracni onemocnéni u obratloveili. Svym parazitickym plsobenim snizuji zivota-
schopnost jedinct a u nakazenych vysokoprodukénich zvifat (skot, prasata, drubez)
zpusobuji pokles uzitkovosti. Navzdory relativné malému genomu (cca 500-1500
kbp), absenci bunééné stény a aerotoleranci jsou mimoiadné odolnou skupinou bakte-
rii. V soucasné dobé jejich infiltraci do hostitele ztézuji vakciny, které poméhaji ocko-
vanym hospodaiskym zvifatim se s nakazou vyporadat s mnohem mensimi nasledky.
Nicméné¢ molekularni profil bakteridlnich kment zpisobujicich ndkazu a kmenti pou-
zitych k ptipravé vakcin je velmi podobny, coZ znemoziuje detekci patogennich
kment. Pravé proto je potiebné hledat specifické metody, které umozni rozlisit jejich
puvod, zamezi Sifeni mykoplazem a umozni u¢innou 1é¢bu. Soucasné detekéni metody
jsou zalozeny ptredev§im na metodach neptimych, které jsou sice finanéné vyhodné,
ale ¢asoveé naro¢né predevsim kvili dlouhym kultivaénim ¢astim. Proti nim vystupuji
ptimé metody, jako jsou real time PCR nebo konven¢ni PCR, které nevyzaduji dlouhé
kultivacni intervaly a umoznuji tak ¢asoveé nenaro¢nou detekei. Nevyhodou ovsem je
relativni finanéni nakladnost metod a potieba detekénich pfistroji. Pro detekci DNA
ptacich druhit mykoplazem jsou striktné vyuzivany PCR metody se specifickymi son-
dami, které dokazou odhalit a rozlisit druhy Mycoplasma gallisepticum (Edward a Ka-
narek, 1960), Mycoplasma synoviae (Olson a kol., 1964) a Mycoplasma meleagridis
(Yamamoto a kol., 1965), a to samostatné i ve smésnych vzorcich.

Z divodu snazsi detekce a mozného piispévku dalsich detekénich mechanismu
byly v praktické casti této prace ziskany unikatni DNA sekvence druhu Mycoplasma
gallisepticum z genomovych dat a na zaklad¢ softwarové analyzy navrzeny detekéni
primery na tyto unikatni sekvence. K prokazatelné detekci byla laboratorné optimali-
zovana metodika PCR detekce s navrZzenymi primery a zjisténa primerova specificita

Kk ptibuznym mykoplazmarnim druhim.




2 Literarni prehled

2.1 Mycoplasma sp.

Rod Mycoplasma je jednou z nejjednodussich patogennich skupin bakterii, ¢itajici
dnes jiz pies 200 druht, osidlujicich Sirokou skalu habitati s velkou hostitelskou i tka-
novou specifitou. Mykoplazmy osidluji pfedev§im mukozni povrchy urogenitalniho,
respira¢niho a zazivaciho traktu, o¢i, mlé¢nych zlaz nebo kloubti (Mungunthan, 2023).
Razin a kol. (1998) zminuji, Ze nezavisle na specifité vyskytu mizou rizné druhy my-
koplazem osidlovat i netradi¢ni prostiedi. Pfikladem muze byt druh Mycoplasma pne-
umoniae (Somerson a kol., 1963) obvykle osidlujici sliznici respira¢niho traktu, se
schopnosti osidlit urogenitalnim trakt, nebo Mycoplasma genitalium (Tully a kol.,
1983) s opac¢nou tendenci.

Pro mykoplazmy je charakteristicka absence buné&céné stény, redukovana velikost
genomu (500 az 1500 kbp) s nizkym pomérem guaninovych a cytozinovych para bazi
(23 — 40mol%) a piiblizn¢ desetinasobnym mnozstvim kodond pro tryptofan nez je
uréujici tryptofan (Nicholas a kol., 2008).

Mnoho mykoplazem disponuje realtivné napadnou dynamikou svych chromo-
sokofrekvencni zmény jsou asociovany s antigenné-fazovymi variacemi, které reguluji
produkei faktort kritickych pro patogenezi onemocnéni (Dybvig a Voelker, 1996).

Mykoplazmy se nevyskytuji pouze u voln¢ zijicich, ale téZ hospodaisky a pro-
dukéné vyuzivanych druhii zvifat, napt. koz, prasat, ovci, skotu, ryb a dribeze (Ben-
¢ina a kol., 2003; Nicholas a kol., 2008; Matucci a kol., 2023; Mugunthan a kol., 2023).
Mezi zavazna onemocnéni drubeze patii predev§im zanét spojivek, vzdusnych vaki a
paranasalnich dutin, nebo chronicka respiraéni nemoc (CRD — chronical respiratory
disease). Vsechna tato onemocnéni jsou zpisobena patogennim druhem: Mycoplasma

gallisepticum (Alms a kol., 2023; Mugunthan a kol., 2023).

2.1.1 Mycoplasma gallisepticum
Mycoplasma gallisepticum (MG) je béznym patogenem volné Zijicich ptaku, jako jsou
vrabci, vrany, pévci, holubi, bazanti, kiepelky a koroptve (Allen a kol., 2018). Piimy




kontakt volné zijicich ptakti s domestikovanou driibezi v rdmci otevienych chovil za-
tictéjsi je nakaza u kura domaciho a krity domaci, kde kromé snizeni obranyschop-
nosti jedinci, dochazi k ekonomickému upadku vzhledem k poklesu snasky ¢&i zhor-
Sené konverze krmiva (Ley, 2008; Sawicka a kol., 2020; Mugunthan a kol., 2023).
Infikovani jedinci vykazuji obecné klinické ptiznaky jako je kasel, kychani, nosni vy-
tok, zdurel¢ infraorbitalni dutiny nebo Selesty pfi dychani. Pfenos mezi jedinci se déje

horizontalné i vertikalng.

2.1.1.1 Horizontalni prenos

Horizontalni pfenos se uskute¢niuje pfimym ¢i nepiimym kontaktem zdravych jedinci
s infikovanymi. Infekce se miize dostat do organismu ptimo prostiednictvim hornich
dychacich cest anebo spojivek, a to formou aerosoll nebo kapének. Neptimy pienos
muze byt realizovan prostfednictvim rozbitych skofdpek v lihnich nebo krmitkach.
S ohledem na zbytkové materidly je MG detekovatelnd v nékterych ptipadech i na
opadnutém pefi ¢i v krmivech. Nékteré publikace poukazuji i na ptenos prostiednic-
tvim rukou oSetfovatele, nebot’ i zde mohou mykoplazmy piezit (Ley, 2008; Chen a
kol., 2012; Elliott a kol., 2019; Jiang a kol., 2021). Jedinym zpisobem omezeni $ifeni
nakazy v chovech je spravné zachazeni a ptisné hygienické podminky.

Podle Ley (2008) lze horizontalni Sifeni rozdélit do ¢tyi zakladnich fazi jdouci
bezprosttedné po sobé.

Latentni faze je prvnim stupném infekce a trva 12 az 21 dni, nez jsou protilatky
detekovatelné v zavislosti na procentudlnim zastoupeni o¢kované driibeze. Nésleduje
druha faze, obdobi 1-21 dni, ve kterém se infekce objevuje u 5-10 % populace. Ve
tieti fazi, ktera trva az 32 dnu, se vytvareji protilatky az u 95 % jedincd v populaci.
V posledni fazi, dlouhé 3-19 dni, je infikovano i zbylych 5 % v populaci.

2.1.1.2 Vertikalni prenos

Mugunthan a kol. (2023) zminuji, ze vertikalni pfenos je realizovan prostfednictvim
infikovanych vajec. Pfenos na potomstvo pravdépodobné vznika v disledku respiracni
infekce slepic, pfimym kontaktem bfisnich vzdusnych vaka a vejcovodu. Ocekava se,
7e mira pienosu se bude liSit v riznych podminkach, mezi jedinci a v riznych ¢asech.

Nejvyssi mira pfenosu byla zjisténa béhem akutni faze nemoci, kdy mnozstvi MG




v dychacich cestach dosahuje svého maxima (Armour a Ferguson-Noel, 2015; Ma-
tucci a kol., 2020; Huang a kol., 2021).

2.1.1.3 Diagnostika

Existuji dvé metody pouzivané k potvrzeni diagnozy infekce MG: izolace organismu
v médiich, nebo pfima detekce DNA v infikovanych tkanich a roztérech. Bézné pou-
zivané sé€rologické techniky pro diagnézu maji omezeni v rozliSeni mezi protilatkami
vyvolanymi spontanni infekci a témi vyvolanymi o¢kovanim. Minimalni doba Kkulti-
vace potfebna pro izolaci MG trva minimalné 21 dni a maze byt ztiZena ristem jinych
bakterii. K potvrzeni spravnosti izolace se provadi potvrzovaci test na hemaglutina¢ni
inhibici, protoze mohou nastat nespecifické falesné aglutina¢ni reakce, zejména po
podani inaktivovanych vakcin nebo infekci Mycoplasma synoviae (Abdelrahman a
kol., 2021).

Pokroky v molekularni biologii poskytly rychlou a citlivou alternativu k tradi¢nim
kultivaénim metodam, které vyzaduji specializované postupy a drahé reagencie. Poly-
merazova fetézova reakce (PCR) a multiplexni real PCR jsou nékteré z molekularné
diagnostickych postupt pouzivanych k identifikaci mykoplazem. Pouziti ELISA (En-
zyme-Linked ImmunoSorbent Assay) testu se vyuziva v nékterych zemich jako pri-
marni potvrzovaci test. Bakteridlni izolace se pouziva k monitorovani infekce MG
spolu se sérologickymi a genetickymi testy (Matucci a kol., 2020; Limsatanun a kol.,
2022). V Ceské republice je primarnim a jedinym povinnym testem rychla sklickova
aglutinace, ktera spociva ve vytvofeni aglutinatu v podobé vlocek nebo zakalu v pfi-
padg, ze dojde k reakci mezi protilatkami ze séra a antigennim roztokem (Papouskova
a kol., 2020).

Molekularné genetické metody, jako typovani vice lokust (MLST) a sekvenovani,
a dalezité faktory spjaté se stabilitou genomického templatu by mohly pomoci rozlisit
az Sest ockovacich kmendg, ale jsou ¢asové naro¢né. K detekci specifické ptaci DNA
mykoplazem se obvykle pouziva real time PCR a konven¢ni PCR misto kultivace, ale
tyto dvé PCR techniky mohou detekovat pouze druhy ptaich mykoplazem nebo
umoznit soucasnou identifikaci M. gallisepticum a M. synoviae (vice v kapitole 2.2 -

Molekularni detekce).
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2.1.1.4 Virulence

MG koduje Sirokou Skalu proteint, které se chovaji jako virulentni, adhezivni proteiny,
lipoproteiny, heat shock proteiny a antigenni variace proteind. Studie (Papazisi a kol.
,2002; May a kol., 2006; Noormohammadi, 2007, Pflaum a kol., 2018; Yu a kol., 2019)
ukazuji, ze kazdy z virulentnich faktord prokazuje specifickou roli v patogenezi a imu-
nitni indukci.

ustroji dribeze. Pripojeni k hostitelské tkani je realizovano pomoci specialni struktury,
kterou MG vytvafi a pfipomina zuzujici se vacek. Na povrchu této struktury hraji pri-
marni roli proteiny GapA a CrmA (kédovany stejnojmennymi geny), které zajist'uji
pfipojeni mykoplazmat k hostitelské bunice (Papazisi a kol., 2002). Analogem téchto
proteint je u druhu Mycoplasma pneumoniae protein P1, ktery se miize nachazet i u
¢loveéka (Seto a kol.,2005). Kromé cytoadheznich proteinti by mohly byt pro adhezi
dilezité i fibronectin vazajici proteiny jako je pIpA a HIp3, nebo protein OsmC-like,
ktery se vaze na heparin (May a kol., 2006).

Nemén¢ dulezitou funkci u kazdého patogenu je schopnost obelstit ¢i ptimo nad-
miru zamé&stnat imunitni systém hostitele. Unik pfed imunitou hostitele fidi genova
rodina vIhA, ktera se nachazi v péti lokusech. Hlavni funkce této genové rodiny spo-
¢iva ve vytvoreni antigenni diverzity, napomahajici se vyhnout imunitnim faktorim
v pribéhu infekce. Proteiny VINA jsou exprimovany ve v§ech fazich infekce (Pflaum a
kol., 2018). Zajimavym faktem je, jejich fazova variace v riznych stupnich nakazy,
kterou zvysuji Sanci na pieziti patogenni MG Vv hostitelském organismu. Dil¢i mecha-
nismy téchto fazovych variaci jsou zakladni genetické piestavby — genova konverze,
rekombinace na specifickych mistech nebo reciproka rekombinace, avsak celkovy me-
chanismus zmén nebyl doposud plné prozkouman (Noormohammadi, 2007). Dal§im
proteinem, ktery podléha fazové variaci, je protein pvpA (putative cytoadhesion-rela-
ted protein). Jedna se o protein vélenény do membrany MG, ktery napomaha cytoad-
hezi hostitelskych bunék. Tento protein ma sviij analog u druhtt Mycoplasma pneumo-
niae, ozna¢ovany jako P30 nebo P32 (Boguslavsky a kol, 2000).

Heat shock proteiny jsou struktury, které chrani predev§im pted tepelnymi Soky,
zanéty a infekci. Nap#i¢ témito proteiny je u MG znamy protein GroEl, znamy i pod
oznacenim Hsp60. GroEl je identifikovan jako virulentni protein a podporuje adhezi
k hostitelské bunce (Yu a kol., 2019).

11



2.1.1.5 Prevence a lécba

Nejlepsim zptisobem, jak predejit vertikalnimu pfenosu nebo ptenosu v lihnich, je zis-
kani neinfikovanych jedinct dritbeze a oplozenych vajec. V piipadé nezamérného za-
vle¢eni mykoplazem do chovi je doporuceno Fidit se piisnou biosecurity nebo zavést
preventivni strategie, které minimalizuji dopad na chovanou dritbez. Vyuzivanym pro-
sttedkem prevence se stdva pravidelna desinfekce a efektivni monitorovaci systém,
ktery muze pomoct predchazet, piipadné drzet infikované jedince pod kontrolou.

V nékterych zemich producenti dritbeze vyuzivaji antibiotika jako preventivni
ochranu a 1é¢ivo pro infikované jedince hejna. Mezi nejpouzivanéjsi antibiotika se
VvV tomto piipad¢ fadi pleuromultiliny, makrolidy, fluorochinolony a tetracykliny (El
Gazzar a kol., 2011). Nutnou podminkou pro uzivani 1é¢iv, je zohlednéni rychlé adap-
tace kmenti mykoplazem na pouZzivand antibiotika. A¢koliv MG nemé bunécnou sténu
a vybér antimikrobidlnich latek je omezen, rezistence u patogend se navzdory rozum-
nému uzivani mize vytvorit. DalSim skrytym problémem je zpusobeni zdravotnich
komplikaci u ¢loveéka a navozeni ¢astecné odolnosti ¢i tiplné rezistence vici pouzitému
druhu antibiotika. Z tohoto divodu nasly v praxi vyuziti inaktivované i zivé vakciny.
Uplna imunita u ptakd proti MG neexistuje, nicméné vakcinace se jevi jako nejlepsi
zpusob, jak omezit zadvaznost onemocnéni na minimum. Mezindrodni spolupréce se
zaméfuji na minimalizaci pouzivani antibiotik v hejnech a jejich nahrazeni adekvat-
nimi vakcinami a vakcina¢nimi programy (Silley a kol., 2012; Mungunthan a kol.,
2023).

2.1.1.6 Vakciny

Ferguson-Noel a kol. (2012) uvadi, Ze Adler a jeho tym doporucoval vakcinaci proti
MG jiz v Sedesatych letech jako kontrolni zhodnoceni mykoplazmézy. Od této doby
se na vyvoji vakcin pracuje, nicméné jejich vyroba je ztizena kviili nehomogennimu
uc¢inku na vakcinovanou driibez a pomérné rychlé ztraté své uc¢innosti. Ley (2008) roz-
d€luje vakciny na dva zakladni typy: nezivé a zivé.

Nezivé vakciny se dostaly do podvédomi v sedmdesatych letech dvacatého stoleti,
kdy se jevily jako skvély prostfedek pro vymyceni endemickych infekci. Své misto na
trhu tak dostaly vakciny, zalozené na usmrcenych bakteriich MG v olejovych emulzich
(tzv. bakteriny), chranici pfedevs§im kufata pied intra-sinusovou expozici. Bylo téz

zjisténo, Ze bakteriny mohou chranit brojlery pfed zanétem vzdusnych vak a nosnice
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pted poklesem snasky (Ley, 2008). Samy o sob¢ infekci neeliminuji, nicméné prispi-
vaji vyznamné k jeji redukci. Pro zvyseni Gi¢innosti jsou zamysleny obmény z hlediska
adjuvans ¢i antigen-dorucovacich systémti, zahrnujici naptiklad lipozomy nebo sulfo-
nované polysacharidy (Ley, 2008). Vzhledem k faktu, ze se jedna o nezivé vakciny,
neni potfeba zavadét piisna bezpecnostni opatieni, ktera by omezovala chovatele. Na-
opak svou nevyhodu skryvaji v n¢kolika povinnych aplikacich, a s tim spojenou fi-
nancni zatézi. Zejména finan¢ni stranka vakcinace je diilezitou otdzkou, mnozi chova-
telé se tak obraceji na druhou alternativu vakcinace: zivé vakciny.

Zivé vakciny jsou zaloZeny na oslabenych izolovanych kmenech MG. Oproti ne-
zivym vakcindm nabizi Sirokospektralni ochranu pfed rozvojem infekce, nevyzaduji
mnohonasobnou aplikaci a jsou cenové dostupnéjsi. V soucasné dob¢ je k nalezeni na
trhu nékolik kmenti, na kterych jsou vakciny zaloZeny. Jedna se o kmeny F, 6/85, ts-11,
KaR.

Kmen F (Connecticut F strain) je mirnym kmenem, ktery byl zprvu vyuzivan
Vv ozdravnych programech imunizace mladych brojlerti. Mnozi autofi (Lin a Kleven,
1984; Branton a Deaton, 1985; Ferguson-Noel a kol., 2012) se shoduji, ze pouziti to-
hoto kmene mélo pozitivni vysledky vzhledem ke snaSce infikovanych jedinci,
ochranu vi¢i zanétu vzdusnych vaki. Vyhodou tohoto kmene je vysoka mira pienosu
(vertikalni i horizontalni) a riiznorodost aplikaénich prostiedkt (skrze o¢ni kapky nebo
ruzné druhy intranasalnich nebo klasickych sprejit). Vakcina je obecné aplikovéana drii-
bezi ve véku 8-14 tydnii, nicméné pokud hrozi riziko infekce, je mozné vakcinaéni
plan urychlit az o dva tydny (Ley, 2008).

Studie vakciny kmenu 6/85 prokazaly u kufat a kriit minimalni virulenci, mini-
malni pfenosnost a odolnost vii¢i infekei virulentnim kmenem MG. Obecné je apliko-
vana aerosolovym postiikem, pfi kterém dochazi k maximalizaci poZadovaného
ucinku, a detekovatelna mize byt v hornich dychacich cestach po dobu az 8 tydnli po
vakcinaci. Serologickou odpovéd’ vyvolava pouze minimalné nebo viibec. Komercéné
dodéavany kmen je ve formé vysusenych zmraZenych pelet rozpusténych ve vodg, které
se v jedné davce podavaji dribezi ve veéku od Sesti tydnt (Evans a Hafez, 1992).

Vakcina na bazi kmene ts-11 vznikla jako vysledek chemické mutageneze a se-
lekce pro citlivost na teplotu (33°C). Vyznacuje se minimalni nebo Zadnou virulenci
vuci kutatim a krtdm, je slabé horizontalné pfenosnd, stimuluje pomalou rozvojovou
reakci a nizkou uroven detekovatelnych protilatek navozujicich ochranu proti MG.

V ockovanych hejnech pfetrvava po cely zivot a navozuje dlouhotrvajici imunitu.
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V experimentalnich studiich ockovani mladych slepic nebyl zaznamenan zadny nega-
tivni vliv na produkci ¢i kvalitu vajec (Barbour a kol., 2000). Dobré vysledky byly
prokazany i pi1 ockovani masnych brojlert, kteti vykazuji lepsi produkcni vykonnost
(Vance a kol., 2008). Vakcina je dodavana jako zmrazena suspenze, podavana v jedné
davce do oka dospivajicim jedinciim ve véku od 9 tydnti, nejméné 3 tydny pied oce-
kavanym vystavenim patogenu (Ley, 2008). Nicméné¢ Gaunson a kol. (2006) ve své
praci zminuji, ze vakcina ts-11 je bezpecna a G¢innd v predchazeni zdvaznych one-
mocnéni po expozici virulentnim kmenem jiz ve staii 1-4 tydnd. Nékteti autoii (EI
Gazzar a kol., 2011) varuji i pfed moznou reverzi na viruletni kmen Vv terénnich pod-
minkach a ziskem potencialu pro vertikalni pfenos. Vzhledem k mozné reverzi byl
vyvinut kmen ts-304, varianta kmenu ts-11, s vice protektivnim charakterem a nizsi
pravdépodobnosti konverze do virulentniho kmenu (Kanci Condello a kol., 2020).

Vakcina kmenu K je pfirozen¢ se vyskytujici aviruletni kmen MG, jejiz bezpec-
nost potvrdily mnohé studie (Raviv a kol., 2008; Ferguson-Noel a kol., 2012). Perzis-
tence v hornich dychacich cestach je odhadovana ptiblizné na pét mésicti, kde chrani
kufata proti trachealnim 1ézim, zpisobenych MG. Ferguson-Noel a Williams (2015)
uvadi, ze tato vakcina je srovnatelnd v ochrané s vakcinacnimi kmeny ts-11 a F.

Pocatek vakciny kmenu R (a jeho soucasnych variant) saha az do Sedesatych let
19. stoleti, kdy byl izolovan jako patogenni kmen MG. Od této doby je kultivovéan a
jeho pasazované formy (Riow @ Rnigh) se vyuzivaji k vyzkumu. Studie na téchto dvou
formach vakcin prokazala, ze forma Riow je schopna cytoadherence, praniku do bunék
a je patogenni, zatimco Rnigh vykazuje snizenou kapacitu oproti Riow (Ley, 2008). Sou-
¢asné kmeny vakcin maji svij puvod jak v populaci Riow (MG 7), tak v Rnigh (GT5).
Experimentalni vakcinacni studie prokazuji, Ze oba kmeny dok4Zou ochrénit driibez
pted masivni kolonizaci priidusnice a ptipadnymi lézemi, zpisobené MG (Gates a kol.,
2008).

Slibnym prikopnikem ve vyvoji vakcin jsou vakciny vzniklé rekombinaci za po-
moci genetického inzenyrstvi. Tyto piipravky maji zéklad v pfesné identifikaci a klo-
novani imunogennich faktorli, zasazenych do odpovidajicich expresnich systémil.
Jako piiklad si 1ze uvést transpozony: Tn916 a Tn4001, které byly vyuzity pro tvorbu
mutantnich linii mykoplazem, studium genové exprese a proteomiky. V soucasnosti
existuji dvé rekombinantni vakciny, které pracuji s oslabenymi a geneticky uprave-
nymi nosici, a to GT5 a virus ptacich nestovic s vybranymi geny MG (Gates a kol.,

2008). V dalsich studiich (Zhang, 2018) bylo zji$téno, Ze pti pouziti rekombinantniho
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adenoviru k expresi S1 proteinu (téz jako S protein nebo spike protein) infekéni bron-
chitidy (IBV) a TM-1 proteinu MG v linii bun¢k HEK293, dochazi po expozici s IBV a
MG k expresi cilovych proteini, zvySeni produkce protilatek a zmirfiovani klinickych
priznakt a 1ézi.

2.1.2 Piibuzné druhy

Mykoplazmarni druhy jsou si svym vybérem hostitelského organismu podobné a osi-
dluji totozné druhy tkéni. Nize jsou uvedeny druhy ptacich mykoplazem, které lze
ocekavat ve smésnych vzorcich. Literarni pfehled je doplnén i o jeden druh myko-
plazmy, ktera neni spjata s dribezi, avSak jeji laboratorni vzorek byl zaclenén do vy-

zkumu specificity navrzenych primera (vice v kapitolach Material a metody, a Vy-
sledky).

2.1.2.1 Mycoplasma synoviae

Mycoplasma synoviae (MS) je vyznamnym ptac¢im (dribezim) patogenem, ktery se
podili na projeveni chronickych dychacich obtizi, jako je zanét vzdusnych vakl nebo
synovitida (zanét kloubnich membran). Tyto indispozice mohou vést ke snizené
nezpusobuje smrt ptakli ptimo, vétSinou se tak déje ve spojeni s dalSimi patogeny,
které hostitelsky organismus limituji. Jedna se napft. o ptaci reovirus (ARV), Newcastle
disease virus (NDV), Escherichia coli a virus infekéni bronchitidy (IBV) (Zhang a
kol., 2023).

Vzhledem k zavaznosti vyskytu tohoto druhu mykoplazmy, byla navrzena a vyvinuta
Sirokd Skala vakcin, které maji za tikol zmirnit negativni dopad na zdravi zvitat a eko-
nomiku chovii. V soucasné dobé lze na trhu nalézt k zakoupeni napf. vakcinu MS-H
(Vaxsafe MS®), peroralni roztok Doxyron (Sevaron s.r.0.) nebo Uni-Tiamulin (Uni-
Vits.r.o.).

2.1.2.2 Mycoplasma meleagridis

Mycoplasma meleagridis (MM) je hlavnim mykoplazmarnim druhem osidlujici respi-
racni trakt krat. Obdobné jako piibuzné druhy (MG, MS), ovlivituje negativné zdra-
votni stav driitbeze. Na rozdil od ptibuznych druhi ovliviiuje negativné 1 riist nakaZze-

nych embryi, coz mize zpusobit tvorbu kosternich abnormalit. Pisobeni patogenni
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bakterie MM mize ve vyjimecnych ptipadech vykazovat pfiznaky infraorbitalni sinu-

sitidy nebo zplisobit smrt hostitele v rané fazi zivota (Mourad, 2023).

2.1.2.3 Mycoplasma anatis

Mycoplasma anatis (MA) je vnitrobunéénym bakterialnim patogenem predevsim
vodni dribeze. Pritomnost tohoto druhu v respiracnim nebo rozmnoZovacim traktu
znamena pro hostitele problémy, jako je napt. infraorbitalni sinusitida, zanét vzdus-
nych vakil nebo zanétlivé zarudnuti pohlavnich cest zvifete. Na rozdil od pfibuznych
druhd (MG, MM, MS a dalsi) mlze ovlivnit ¢innost pobfi$nice a zpusobit jeji zanét

(pfipadné zanét prilehlych organt) (Zhou a kol., 2021).

2.1.2.4 Mycoplasma imitans

Mycoplasma imitans (M) je pta¢im mykoplazmarnim druhem, ktery byl objeven jako
jeden z poslednich. Diivodem je podobnost s MG, a to nejen v ramci vizualné — fyzio-
logickych znaku infekce (biochemické reakce, hemadsorpce, hemaglutinace), ale ve
zpusobu detekce (imunofluorescence, ristové-inhibicéni test). Studie (Bradbury a
kol.,1993) zaméiena na DNA hybridizaci divokych kmeni MG a MI poukazuji na fakt,
ze navzdory podobnym znakim se homologie MG a Ml na trovni DNA pohybuje mezi
40-46 %. MI v porovnani s MG zptisobuje v hostitelském organismu hlavné ciliostazu
(potlaceni nebo zastaveni ¢innosti bunécnych fas) a respiracni problémy mirnéjSiho

prubéhu (Kleven a Ferguson-Noel, 2008).

2.1.2.5 Mycoplasma pulmonis

Mycoplasma pulmonis (MP) je na rozdil od ostatnich mykoplazmarnich druhd pfi-
tomna v dychacim traktu hlodavct, kde se spole¢né s dal§imi patogeny: Streptococcus
pneumoniae (Klein, 1884), Pseudomonas aerugonisa (Schréter, 1872) podili na roz-
voji murinni respira¢ni mykoplazmézy (MRM). V ramci své progresivity je schopna
se dostat i do reprodukéniho traktu a ovlivnit spravnou funkcei vaje¢nikti. Podobné jako
u ptacich druht jsou klinické projevy u mladsich jedinc méné patrné nez u starSich a

citlivost na antibiotika je zna¢n¢ snizena (Graham a Schoeb, 2011).
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2.2 Molekularni detekce

Molekularné diagnostické techniky jsou bézné vyuzivany jako jedny z nejspolehlivéj-
Sich nastrojii pro screening diverzity jedinci a populaci, mykoplazmy nevyjimaje.
Oproti klasickym nepfimym detekénim metodam, jsou rychlejsi, levnéjsi, presnéjsi,
prikaznéjsi a v neposledni fad¢ i snadnéji optimalizovatelné. Ley (2008) navrhuje
zkombinovat molekularné diagnostické techniky se serologickymi, aby doslo k proka-
zatelné detekci MG ¢i mykoplazmam podobnym patogennim organismim. Problé-
mem vSak byva finan¢ni ndro¢nost, kterd mize byt pro vyzkum obéma sméry limitu-

jici.

2.2.1 Metody molekularni detekce

Soucasna molekularni detekce MG je optena o rizné varianty PCR — multiplex (mno-
honasobna), real time (v realném ¢ase), MAMA (nesouhlasna mutaé¢ni), ¢i MLST (ty-
pizace sekvenci n¢kolika lokusti), které pomahaji k rapidni identifikaci ¢i ke zjistovani
bodovych mutaci. Nevyhodou vSak byva optimalizace metod, ktera je ¢asove narocna,

¢i pomér vstupnich reagencii, které ovliviiuji vysledek zkoumani.

2.2.1.1 Multiplex PCR (mnohonasobna PCR)

Multiplex PCR je molekularn€ diagnostikou metodou, kterd spoc¢iva v syntéze DNA
vlaken za pomoci enzymu DNA-dependentni-DNA-polymerazy. Na rozdil od klasické
PCR, kde je vyuZito pouze jednoho péru primert, se zde vyuziva hned n¢kolika part
primerd, které maji podobné teplotni rozmezi v rdmci nasedani primerti na matefské
vlakno. Lze tak dosahnout vétsiho mnozstvi produkti v jediné reakei, nez je u klasické
PCR mozné. Nevyhoda této metody se skryvéa v nespecifickém nasedani primerti na
templatové vldkno ¢i autokomplementace pari primert (nebo jejich ¢asti) mezi sebou,
¢imz se efektivita metody snizuje. Pfi pouziti multiplex real time PCR je doporuc¢eno
volit k detekci tolik parti primert, aby vysledny signal pfi ¢éteni znaenych sond byl

odlisitelny.

2.2.1.2 Real time PCR (PCR Vv realném case)
Real time PCR je povazovana za zakladni detekéni metodu umoznujici kvantifikaci
DNA vléken, syntetizovanych DNA-dependentni-DNA-polymerazou. Kvantifikace

produktu je zaznamenéavana specialnim typem termocycleru, ktery dokaze rozpoznat
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mnozstvi syntetizovaného produktu v zavislosti na intenzité fluorescence substratu.
Dg¢je se tak pii prekroceni hranice, ktera je oznacovana jako threshold. Cyklus, ve kte-
rém dochazi k narustu fluorescence nad prah pozadi, se oznacuje jako cycle of thre-
shold (Ct). Hodnota C; souvisi se vstupni koncentraci templatové DNA a obecné plati,
do reakce dodano. Substrat samovolné nevykazuje fluorescenci, tj. musi byt zdmérné
znacen, proto je vyuzivana Siroka Skala technologie znaceni. Nejcastéji se vyuziva
technologie: SYBR Green I, Molecular Beacon, TagMan, Scorpion a FRET.

Kvantifikace ziskanych signalti mize byt provadéna relativné vzhledem k mnoz-
stvi fluorescence mezi vzorky. Kvantifikaci 1ze provést i absolutné, nicméné je zde
nutnosti pfedem zkonstruovat standartni kalibraéni kiivku, podle které je odvozeno
mnozstvi ziskané DNA. Pfi kvantifikaci je nezbytné zhodnotit i mozné nestejné
vstupni mnozstvi materialu prostiednictvim vnitini kontroly. Jako vnitini kontrola jsou
pouzity referencni geny tzv. housekeeping geny, které se prokazatelné vyskytuji v ge-
nomu Vv jedné kopii.

V pribéhu reakce lze odhalit 1 vznik nespecifickych produkti prostfednictvim
ktivky tani tzv. melting curve, ktera vyuziva teplotni specificitu pro rizné fragmenty
vzniklé PCR reakci. Nespecifické produkty obvykle mivaji odliSnou teplotu tani nez
produkty specifické. Pokud mé ktivka tani pouze jeden vrchol (peak), reakce je speci-
ficka. Pokud ma ktivka dva a vice vrcholl (peakti), pak v prib¢hu reakce vznikaji i
produkty nespecifické. Kiivku tani obvykle zobrazuje software dodaného cycleru, neni

ji tedy nutné konstruovat ruéné (LABGuide, 2020).

2.2.1.3 Mismatch amplification mutation assay (nesouhlasna mutacni PCR,
MAMA-PCR)
Nesouhlasnd muta¢ni PCR je zaloZena na principu klasické PCR, s rozdilem v poctu
pouzitych primerd. V MAMA-PCR je pouzit jeden piimy (forward) a dva zpétné (re-
verse) primery, z nichz jeden obsahuje chybné parovani jednoho nukleotidu na 3°
konci. Neshoda jednoho z reverznich primerti na 3° konci (t€sné pied poslednim nuk-
leotidem) by neméla mit zadny nebo jen velmi maly vliv na amplifikaci genti béhem
PCR za ptedpokladu, ze v cilovém lokusu nedojde k mutaci. Geny divokého typu (dale
jiz jen jako ,,wild type genes®), které bézné mutace obsahuji, mohou byt tak ucinné

amplifikovany. Bodova mutace cilového genu vSak vytvaii dal§i nesouhlasné parovani
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mezi primerem a templatovym vlaknem b&hem procesu amplifikace. Nasledna ne-
shoda generovana na 3‘-OH konci zpisobuje, ze Taq DNA polymeraza neni schopna
prodlouzit primer pro dalsi amplifikaci. Dvojitd neshoda na 3‘-OH konci zodpovida
za zastaveni procesu amplifikace PCR.

MAMA-PCR primery mohou byt navrzeny tak, aby cilen¢ amplifikovana oblast
obsahovala specifickou mutaci a amplifikace wild types genes neprob¢hla, nebo nao-
pak, aby wild type genes byly amplifikovany a oblast obsahujici specifickou mutaci
nikoliv. Z tohoto divodu je navrh PCR primert dulezitym procesem a v§echny aspekty
jako je citlivost a specifita techniky peclivé zvazeny (Deekshit a kol., 2019).

Jako efektivni modifikace MAMA-PCR se jevi analyza pomoci kiivky tani, tzv.
melt-MAMA. Tato modifikace se projevila jako vylepSeni stavajici metody, protoze
poskytuje flexibilitu v upravé reakénich podminek a je pracovné i finan¢né efektivni.
Piesna genotypizace probiha v rozsahu DNA pfiblizné 100 ng - 0,1 pg. Piesnost a
uspésnost navrhu melt-MAMA analyzy je srovnatelna s testy Dual Probe TagMan,
avSak z hlediska vSestrannosti, hospodarnosti a rychlosti vyvoje poskytuje melt-
MAMA kvalitnéjsi vysledky. Na druhou stranu je melt-MAMA mén¢ robustni neZ
Dual Probe TagMan, proto je nutné peclivé zvazovat vSechny mozné reakéni kroky

(Birdsell a kol., 2012).

2.2.1.4 Multi-locus sequence typing (MLST, sekvenovani vice lokusti)

Metoda sekvenovani vice lokusi (dale jiz jen jako MLST) je jednou z pokroéilejsich
laboratornich technik, ktera zahrnuje sekvenovani nékolika genovych useku, s G¢elem
identifikace jejich alelovych variant. Nejprve jsou vybrané geny podrobeny sekveno-
vani a ziskané sekvence pfifazeny do alelovych typti. Kombinaci alelovych typu je
vytvoifen sekvencni typ, ktery je analogem haplotypu a vytvafti celkovy alelovy profil
sledovanych gend.

Klicovy faktor u techniky MLST je najit idealni marker, ktery by mél byt univer-
zalni vzhledem k taxontim organismii pouzitych ve vzorcich. Dale by mél byt lehce
amplifikovatelny a variabilni pro maximalizaci rozliSovaci schopnosti druhli a kment.
Vzhledem Kk vysoké citlivosti 1ze tuto metodu pouzit nejen v populacnich, ale téz napf.
epidemiologickych studiich (Janova, 2023).

Vyhodou techniky MLST je snadné pouziti u haploidnich organismu, u kterych
odpada problém s heterozygoty. Roman a kol. (2018) poukazuje na fakt, Ze technika
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MLST neni dominantné pouzivana jen u haploidnich organismd, ale lze ji vyuzit i
k odliseni riznych kment diploidnich paraziti.

Metodu Ize vyuzit pii detekci nejen housekeeping genu, které jsou nezbytné pro
spravné fungovani bunky jako celku, ale 1 n€kolika dalSich, které¢ v sobé koduji dru-
hové specifické proteiny. Mezi takové zajmové geny je zatazeno napiiklad: atpG, crm,
dnaA, dppC, fusA, gapA, glpK, hlp2, Ipd, mgc2, mraW, park, plpA, plsC potC, rpoB,
ruvB, scpA, ugpA, uvrA. vihA, 16S rRNA, 23S rRNA.

e Genmgc2
Jednim z nejvice prokoumanych gent pro detekci druhu MG je gen mgc2 (identifiko-
van jako kodujici oblast CDS MGA 0932; evidovany v databazi NCBI jako
NC_018406.1). Tento gen koduje strukturdlni protein (cytadhezin) nachazejici se na
vné&jsi strané membrany a jeho tlohou je adheze mykoplazmy k hostitelské buiice.
Svétova zdravotnickd organizace pro zdravi zvifat (WOAH) doporucuje pouZzivani
mgc2-PCR protokoli pro spravnou detekci MG v klinickych vzorcich (Matucci a kol.,
2023).

e GenplpA
Ulohou genu plpA (pneumoniae-like protein) je tvorba proteinu, schopného vazat ex-
tracelularni protein matrixu — fibronectin. May a kol. (2006) uvadi, Ze cytoskeletalni
proteiny ostatnich druht mykoplazem, které maji podobnou funkci jako protein kodo-
vany genem PIpA (napi. MGA 1199 nebo MGA 0928 z druhu M. pneumoniae), vy-
kazuji vysokou miru homologie. Mnoho autorii (Dehio a kol., 2000; Herrmann a kol.,
1988; Nyberg a kol., 2004) poukazuje na souvislost fibrinogenu a patogent vyhybajici
se imunitnimu systému hostitele, tvofeni biofilmil, zprostfedkovani cytoadherence
nebo vniknuti do bunék hostitele. Je tedy logické predpokladat, Ze tyto proteiny jsou
u druhu MG vyznamnym membranovym nastrojem, ktery dovoluje infiltrovat zdravé
bunky.

e Gen potC
Lokus potC, odkazuje na konzervovany motiv RNA, ktery se nachézi na predpoklada-
nych 5° koncich netranslatovanych oblasti gend (uvedeno v databazi NCBI jako
NC_018406.1; lokus HFMG94VAA RS02580). U téchto gend je piedpokladano, ze
koduji membranové transportni proteiny nebo enzymy, které zajistuji ochranu pred

ucinkem peroxidil tzv. peroxiredoxiny. Nicméné¢ byla vyslovena i hypotéza, Ze potC
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RNA mohou fungovat jako cis-regula¢ni prvky, nicméné podrobna funkce neni dopo-
sud znama. (Weinberg a kol., 2010).

e GenglpK
Glycerol kinaza (glpK) je jednou z moznosti, jak Gspésné detekovat druh MG (uvedeno
v databazi NCBI jako NC_018406.1; kodujici lokus HFMG94VAA_RS00080). Jejim
tikolem je katalyzovani ptenosu fosfatové skupiny (PO4)% na glycerol, aby mohl byt
vytvoren glycerol-3-fosfat a z n¢j metabolickou cestou glukéza. Laboratorni testy pro-

kazuji, ze krom¢& genu mgc2 je tato oblast vhodna pro detekci.

e GenvlhA
Ulohou genu VvlhA (v databazi NCBI jako NC_017502.1, kédujici lokus:
MGAH_RS01990) je tvorba lipoproteinu, ktery ovliviiuje imunitni systém, podnécuje
zanét a podporuje schopnost uniku. VIhA funguje jako adhezin, ktery se vaze na recep-
tory obsahujici kyselinu sialovou v glyko-konjugatech bunééného epitelu, coz ma vy-
znam pro patogenitu. Ve srovnani s ostatnimi geny, vyznamnych pro patogenitu MG,

je uveden gen VIhA jako jeden ze 43 genti (Maya a kol., 2024).

e Gen pvpA
Usek s oznagenim pvpA (uvedeno v databazi GenBank jako FJ972631; kodujici lokus
stejné oznaceni jako databaze GenBank) koduje protein tvofici soucast povrchové
struktury membrany. Vynika vyraznou variabilitou v expresi a velikosti mezi riznymi
kmeny. Za pouziti elektronové mikroskopie bylo zjisténo, Zze pvpA je lokalizovan na
terminalni Spickové struktufe (Hashemi a kol., 2018). Rizné polymorfismy a zmény
v sekvencich genu pvpA jsou zodpoveédné za variabilitu velikosti tohoto proteinu u

riznych kmentt MG a za fazové proménlivou expresi (Jiang a kol., 2009).

2.2.2 Celogenomova data

Portal NCBI je jednim z nejpouzivanéjSich svétovych informacnich ulozist, tykajici
se biomedicinského vyzkumu a bioinformatiky. Obsahuje zaznamy o sekvencich nuk-
leovych kyselin a nastroje k jejich porovnavani, voln¢ dostupny seznam chemickych
latek veetné jejich vlastnosti a biologickych aktivit nebo databazi védeckych ¢lanki a

abstraktl. Aktualizace jednotlivych komponent NCBI probihd na denni bazi a soubory
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zaznamu nukleovych kyselin, napf. genové anotace, 1ze ve vétsing piipadl porovnavat
mezi dvéma databazemi (zde RefSeq a GenBank), diky nimz mlze uzivatel vybrat

data o vyssi kvalité (ptipadné kvantit¢).

2.2.2.1 Referen¢ni genom

Zaznamy o referenénim genomu MG (uvedeno v databazi NCBI jako kmen
VA94 7994-1-7P; RefSeq: NC_018406.1) byly ziskany metodou sekvenovani nové
generace — lllumina GAII sekvenovani, obousmérnym ¢tenim (paired-end) fragmentd
dlouhych 36 nukleotidti. Pro vystupni data byl pouzit algoritmus OLC (konsensusni
uspoiadani piekryvajicich se sekvenci) de novo i vici sestavenym templatim s nasta-
venou minimalni hloubkou ¢teni 150 bp (Tulman a kol., 2012).

Sekvence referencniho genomu uvadi celkové mnozstvi 789 geni rozprostienych
po jednom chromozomu dlouhém 964 110 bp. Tento chromozom lze v zakladu roz-
¢lenit podle orientace vlakna (plus/minust) nebo charakteru znamosti gend (piira-
zené/nepfiirazené funkce). Pomér poctu hypotetickych ku uréenych genti na plusovém
vlakné je 86:324. Pomér poctu hypotetickych ku urc¢enych genli na minusovém vlakné
je 81:298. Zajimavym faktem je, Ze tyto hypotetické tiseky geni tvofi na obou vlak-
nech piiblizné pétinu z celkového odhadovaného poctu vSech gent. Toto zjisténi na-

bizi nové moznosti pro dalsi vyzkum a vyvoj detekénich mechanismd.

2.2.2.2 Kbvalita ¢teni a analyza kvality genomu

Kvalita sekvenéniho ¢teni, vyjadiena pomoci Phred skore, znamena specifickou uro-
vef, na které byly jednotlivé nukleotidy preéteny. Cim vyssi je Phred skore, tim vy3si
je pravdépodobnost spravného precteni nukleotidu. S rostouci pozici nukleotidu ve
¢teni je pravdépodobnost spravného piecteni nukleotidu nizsi, a tedy Phred skore po-
stupné klesa. V idedlnim ptipad¢€ by se primérné skore pfi ¢teni pozic (modie) a me-
zikvartilové rozpéti (Zluté boxy) mély pohybovat ve vrchni (zelené) Casti obrazku
(Obr. ¢.1). Pii ¢teni jednim smérem (single-end read) byvaji ziskana data obvykle kva-
litni. V pfipadé méné kvalitnich dat lze dodatecné poupravit sekvence, aby se jejich

kvalita zvysila, avSak je nutno pocitat se ztratou nékterych dat. Pfi parovém Cteni frag-

! plus = DNA udévana ve sméru 5'-3’, jinak téZ ,,nepfepisovana“ nebo ,,sense*
minus = DNA udavana ve sméru 3’-5", kompatibilni k plus vlaknu
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venci, nez zpétnou (reverse) sekvenci. Na viné byvaji sekvencni nepiesnosti, kvalita
dodaného templatu, anebo sila sekvena¢niho signalu. DalSimi ¢astymi chybami byvaji
chyby vzniklé pti PCR amplifikaci ¢i ptipravé sekvenacni knihovny. V neposledni
fadé¢ kvalitu ovliviiuji 1 faktory biologické, kterym se vSak vyhnout Gipln¢€ nelze (napft.

methylace DNA).

WQ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

o
I

Phred score

1234567809121318-19 2425 20-21 36-37 4243 4849 5455 60-61 66-67 72-73 78-70 8485 00-0]1 9507

Pozice ve ¢teni nukleotidu (bp)

Obr. ¢&. 1 - Tlustraéni obrazek zavislosti pozice ¢teni nukleotidu na Phred skére [zdroj: autor].

Kvalita genomu v informa¢nim ulozisti NCBI neni vyjadiena skrze Phred skore, ale
skrze automatizovanou metodu pro posouzeni kvality genomu — CheckM. Metoda vy-
uziva syntetickych dat, Siroké skaly dostupnych izolovanych genomii a metagenomic-
kych dat skrze proces anotace prokaryotickych genomti (PGAP). Chybovost, ktera je
limitujici pro dosavadni kvalitativni ureni genomu, se timto snizuje na minimum. Vy-
uzivan je tzv. ,,model ndhodného contigu®, ktery dokaze doplnit nedokonéené genomy
do plné kapacity. Pravé z tohoto diivodu je vyuzivan pro posouzeni kvality genomu
bunéénych genomickych dat s kompletnosti okolo 96-99,9 %. Nelze opomenout ani
faktor kontaminace, ktery se pohybuje v desetinach procent (Parks a kol., 2015).
Referenc¢ni genom MG je v tomto piipad¢ charakterizovan tuplnosti z 96,54 %

s percentilem 66 % a hodnotou celkové kontaminace 0,38 % (data k 1.4.2024).
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2.2.2.3 Zastoupeni GC paru a po¢tu neznamych bazi
Obsah GC bazi (%) je jednim z dilezitych faktort ovliviiujici kvalitu genomového
templatu. Vyssi obsah (nad 40 %) téchto bazi obvykle znac¢i vyssi stabilitu DNA, avSak
ne vSechny sekvenacéni technologie si dokazou spolehlive ptekonat Giseky s vyssim za-
stoupenim téchto bazi a mize dojit k chybam. K témto sekvenacnim technologiim
patii pfedevSim metody sekvenovani druhé generace (NGS) - [llumina ¢i v ojedinélych
ptipadech i Oxford Nanopore Technologies.

Mykoplazmarni genomy obsahuji niz$i procentualni zastoupeni GC bazi, tj. 23-
40 %. Tato adaptace mlze byt spojena s Castymi chromozomovymi piestavbami
V ramci antigenni variace v patogenni f4zi onemocnéni. Dale miize prokazovat ditvod
rychlé¢ dynamiky replikace a transkripce v ramci rychlejSiho oddélovani matefskych
vlaken. Referen¢ni genom je tvoten dle zaznamu z databaze NCBI 31,5 % GC bazi.

Pti Cteni sekvenci mlize dojit k nespecifickému signélu pii ¢teni bazi. Tato ten-

vvvvv

mozno dodatecné fragmenty softwarové zkratit, aby se kvalita ¢teni zvysila.

2.2.2.4 Vyhledavani specifického senzorického signalu
Senzorické signaly vyhledavaji konkrétni posloupnosti, které predpokladame, ze se
nachazi ve funk¢nich genech. Tyto signaly mohou zahrnovat typické znacky jako jsou
start (ATG) nebo stop kodony (TAA, TGA, TAG), stejné tak, jako specifické sekvence
nalezené v promotorovych oblastech. Mezi takové prokaryotické sekvence patii Prib-
nowova sekvence (TATAAT) vDNA nebo Shine-Dalgarnova sekvence
(AGGAGGU) v mRNA (web Masarykova Univerzita, 2020).

Pti hledani kandidatnich gent je pro ispé$nou predikci nutno vyuZivat otevienych
¢tecich ramcti (ORF) vzhledem k zjednoduSené formeé prokaryotického operonu. Kan-
didatni ¢teci rdmce jsou vybrany na zdklad¢é ocekavané délky ORF a vyskytu jedinec-

nych sekvenci v promotoru.

2.2.2.5 Vyhledavani unikatnich sekvenci
Vyhledani unikatnich sekvenci v genomu piedstavuje velkou vyzvu pro kazdou navr-
hovanou detekéni metodu. Programy, které porovnavaji podobné nebo konzervativni

sekvence, jsou v nadbytku vici t€m, které se snazi primarn¢ nalézt rozdily. Z tohoto
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ditvodu je snaha o vytvofeni funkénich a uzivatelsky snadno ovladatelnych néstroj,
které svymi moznostmi dokazou v relativné kratkém case poskytnout odpovidajici vy-
stupni data. Zaroven je zadouci, aby tyto nastroje byly vytvofeny ve snadno pochopi-
telnych programovacich jazycich.

Jednim z takovych nastroju je program GenMap (Pockrandt a kol., 2020), ktery
byl ptivodné zamyslen jako vypocetni mechanismus pro mapovatelnost v ramci ge-
nomu. V ramci rozsifeni schopnosti mapovaciho algoritmu byl program dodatecné
upraven tak, aby odhalil miru unikatnosti jakékoliv pozice/Gseku (tzv. k-meru) a sta-
novil, jak ¢asto se v genomu vyskytuje. Relativné snadna metodika programu je zasti-
néna nutnosti pokrocilych programatorskych znalosti k jeho obsluze.

Na zéakladé tohoto programu byl vytvofen porovnavaci nastroj Fur (Haubold a
kol., 2021), ktery ptedpoklada zakladni myslenku existence odlisnosti mezi studova-
nym genomem a nejbliz§imi pfibuznymi genomy (oznacované jako sousedy). Dvojité
porovnani studovaného genomu a k nému sousednich genomu je kritické v nalezeni
markerovych a odstranéni neunikatnich ¢asti.

Nejvice univerzalnim néstrojem k hledani unikatnich sekvenci je aplikace KEC
(Beran a kol., 2021). Tento software vyuziva podobné jako GenMap tvorbu K-mert,
avsak s cilem vytvofit soubor parametrii specifikovanych uzivatelem. Tyto K-mery
jsou uloZeny v tzv. mapach, které jsou v rdmci cilovych a necilovych sekvenci porov-
nany, a vedou k zisku unikétni sady K-merti pfitomnych pouze v cilové sekvenci.
V ptipadé unikatniho charakteru sekvence jsou K-mery vraceny do jejich ptivodnich
pozic za ucelem zisku piekryvu vice takovych K-mert a jejich mozné spojeni do vét-
Sich celkli. Unikatni sekvence mohou tak nabyvat velikost i nékolik desitek tisic nuk-

leotid.
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3 Cile prace

e Nalézt unikatni sekvence pro detekci druhu Mycoplasma gallisepticum
z celogenomovych dat a navrhnout pro né specifické primery.

e Laboratorné optimalizovat metodiku detekce s vyuzitim navrzenych pri-
merQ

e Laboratorn¢ urcit specificitu navrzenych primert k pfibuznym myko-

plazméarnim druhiim
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4 Material a metody

Prakticka ¢ast diplomové prace se sestava z nékolika ¢asti. Prvni st se zamétuje na
navrh laboratorni detekce druhu MG z tkanovych stéri chovnych nosnic a nasledné
ovéfeni této metody na kolekci ziskanych vzorkl. Druhd ¢ast se snazi vyuzit navrze-
nou metodiku Kk analyze smésnych vzorkd, ktera by dokazala rozlisit vakcinované od

pfirozené napadené drubeze pomoci metody real time PCR.

4.1 ldentifikace unikatnich sekvenci a navrh primeri

Pro zisk unikatnich sekvenci bylo analyzovéano 20 genomit MG a 19 genomti MS, zis-
kanych z databaze GenBank (NCBI) (Tabulka I). Hlavnim tkolem bylo nejprve ziskat
sekvence, které jsou pro druh MG neménné, a poté z nich vybrat takové, které maji
dostate¢nou délku pro moznou amplifikaci. K vyhledavani takovych sekvenci byl po-
uzit program KEC (Beran a kol., 2021), ktery vyuziva vytvofeni K-mert na zakladé
porovnani cilovych a necilovych genomi. Vytvorené K-mery byly porovnany a spo-
jeny do vétsich celkt. Takto vzniklé sekvence byly povazovany za unikatni pro cilovy
genom.

V programu KEC byly nejprve genomy rozfazeny dle funkce, kterou v analyze
mély plnit. Genom MG pod oznaéenim master (GCF_000025365.1) piedstavoval re-
ferenéni sekvenci, se kterou byly ostatni genomy MG (pool) porovnany. Porovnavani
probihalo zahrnutim (include) master a pool sekvenci do analyzy, hodnota K-meru
byla zvySovana po jednotkach z 12 az na 20. Minimalni délka sekvence byla zvySo-
vana po stovkach bazi z 200 aZ na 1000 bazi. Z téchto dat byly ziskany sekvence (tar-
get), ze kterych byly porovnanim s necilovymi genomy (non-target) vytrazeny (ex-
clude) tseky spole¢né pro MG a MS.

Vytazovani sekvenci prob&hlo pro kazdy vysledek variace K-meru a minimalni
délky sekvence s nasledujicimi parametry: minimalni délka pozadované unikatni sek-
vence byla stanovena na 5000 bazi, délka K-meru byla stanovena na hodnotu 20? a
navic byla pfidana funkce porovnavani reverzné-komplementarnich sekvenci. Z téchto
vysledkl bylo vybrano sedm tusek, jejichz porovnani s databazi GenBank prostied-
nictvim néstroje BLAST, neprokazalo podobnost k zadné z ptibuznych druht myko-

plazem. Na tyto tseky byly v nasledujicim kroku navrzeny primery.

2 minimalné 1 z 20 nukleotidii se musel prokazatelné 1isit od referen¢ni sekvence
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Néavrh primert probihal v aplikaci Primer3 4.1.0 (Untergasser a kol., 2012; Ko-
ressaar a Remm, 2007). Ze 105 softwarové navrzenych paru primerd bylo v online
programu Oligoevaluator™ (Sigma-Aldrich, USA) vyhodnoceno 25 nejlepsich part
primert, které se jevily dle zakladnich statistik nejlépe. V programu Oligoevaluator™
byly zjistény fyzikalni vlastnosti primerti (molekulova hmotnost, extink¢ni koeficient,
obsah G a C bazi, teplota tani), pravdépodobnost vzniku a silu sekundérnich struktur
— vlasenek (hairpin) a dimert. Z téchto navrhii bylo sekundarn€ vybrano pét finalnich
part primera (Tabulka II), které spliiovaly nejlépe fyzikalni a strukturni pozadavky a

byly pouzity k laboratornimu ovéieni.

4.2 Odbér vzorku

Vzorky byly ziskdny ze soukromych chovii. Odbéry vzorkt probéhly vzdy po Sesti
tydnech jiz od 6. tydne véku jedinci drubeze az do doby 66. tydne véku. Trachealni
vytéry byly provedeny odborné veterinafem za pomoci sterilnich stérovych tamponti
zn. COPAN, a ihned piepraveny do laboratoie, kde byly uskladnény v teploté 4°C az

do dalsiho pouziti.

4.3 lzolace DNA

Izolace DNA byla zrealizovana za pomoci laboratorniho kitu Presto™ Buccal Swab
gDNA Extraction Kit (Geneaid) ze setfenych trachealnich sliznic chovnych nosnic.
Smésny vzorek pro izolaci byl tvoien z celkem péti odebranych stérli, coZz umoznilo
rychlejsi screening populace driibeze.

Pied samotnou izolaci byly pfipraveny roztoky pro Carrier RNA® (pfidanim
1,1 ml elu¢niho pufru), promyvaci pufr (ptidanim 100 ml 96% ethanolu — dale jiz jen
jako WB), Proteinazu K (pfidanim 1,1 ml ddH20) a pracovni roztok pufru S2 (smi-
chanim 500 pl dodaného S2 pufru s 1 pl ptipraveného roztoku Carrier RNA do 1,5 pl
zkumavky).

Ke smé&snym vzorkiim bylo pfidano 500 pl dodaného pufru S1 (lyzacni pufr) a
20 pl Proteinazy K, zvortexovano po dobu 10 sekund a vzorky byly inkubovany pfi
teploté 60°C po dobu 10 minut. Tento krok zajistil extrakci DNA z vatového tamponu

do roztoku. Po uplynuti stanovené doby byly vatové tampony piemistény do filtracni

3 dodan v kitu pro lepsi efektivitu vazby DNA k membrané centrifugaéni kolonky.
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kolonky, umisténé v 2 ml sbérné zkumavce. Tato zkumavka byla centrifugovana 2 mi-
nuty pii 16 000 x g. Centrifugace poskytla roztok s extrahovanou DNA a maximalizo-
vala tak zisk gDNA. Do 1,5 ul zkumavky bylo piepipetovano 200 pl supernatantu
z centrifugované 2 ul zkumavky a filtraéni kolonka s vatovymi tampony byla vyho-
zena. Nasledné bylo do 1,5 pl zkumavky napipetovano 500 ul predptipraveného roz-
toku S2 a ihned zvortexovéano. Vzorky byly inkubovany po dobu 10 minut pti 60°C a
kazdych 5 minut vortexovano.

Béhem inkubace byly pfipraveny GD kolonky a dalsi sbérné zkumavky, elu¢ni
pufr byl pfedehian na 60°C. Ke vzorkiim po inkubaci bylo ptidano 500 ul 96% etanolu
a vzorky byly ptimo ve stojancich protrepany. Nasledn¢ byla smés (750 pl) pfemisténa
do GD kolonky a centrifugovana 1 minutu pii 16 000 X g, totéz bylo provedeno se
zbylym lyzatem. Do nové sbérné zkumavky s GD kolonkou bylo piepipetovano 400 ul
dodaného W1 pufru a centrifugovano 30 sekund pii 16 000 x g. Dale byla sbérna zku-
mavka znovu pouzita a do ni ptidano 600 ul WB a centrifugovano 30 sekund pfi
16 000 x g. Sbérna zkumavka byla pouZita jesté jednou a centrifugovana 3 minuty pii
16 000 x g. GD kolonka byla pfemisténa do nové 1,5 ml zkumavky a na jeji stied bylo
piidano 50 ul piedehiatého eluéniho pufru. Vzorky byly nasledné inkubovany 3 mi-
nuty pii laboratorni teploté. Finalnim krokem byla centrifugace pti 16 000 x g po dobu
1 minuty, nasledné byly vzorky uchovany kratkodobé v chladu pfi teploté 4°C. Pti
dlouhodobém uchovani byly vzorky pfemistény do chladu o teploté -18°C.
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Tabulka | — Souhrn pouzitych sekvenci pro navrzeni primert a jejich funkce

Vv analyze.

Druh

Funkce v analyze

RefSeq

Druh

Funkce v analyze

RefSeq

MG

Master sekvence

GCF_000025365.1

Pool sekvence

GCF_000025385.1

Pool sekvence

GCF_000092585.1

Pool sekvence

GCF_000211545.4

Pool sekvence

GCF_000286675.1

Pool sekvence

GCF_004771095.1

Pool sekvence

GCF_004771115.1

Pool sekvence

GCF_008728895.1

Pool sekvence

GCF_008728915.1

Pool sekvence

GCF_008728935.1

Pool sekvence

GCF_017654545.1

Pool sekvence

GCF_022349945.1

Pool sekvence

GCF_022349965.1

Pool sekvence

GCF_022349985.1

Pool sekvence

GCF_023523625.1

Pool sekvence

GCF_029814995.1

Pool sekvence

GCF_029815015.1

Pool sekvence

GCF_029815035.1

Pool sekvence

GCF_900476085.1

Pool sekvence

GCF_000286715.1

MS

Necilova sekvence

GCF_000008245.1

Necilova sekvence

GCF_000969765.1

Necilova sekvence

GCF_002009055.1

Necilova sekvence

GCF_003147565.1

Necilova sekvence

GCF_003586085.1

Necilova sekvence

GCF_009671165.1

Necilova sekvence

GCF_013393745.1

Necilova sekvence

GCF_019334145.1

Necilova sekvence

GCF_020276565.1

Necilova sekvence

GCF_020276585.1

Necilova sekvence

GCF_020276625.1

Necilova sekvence

GCF_020276645.1

Necilova sekvence

GCF_022354765.1

Necilova sekvence

GCF_026016765.1

Necilova sekvence

GCF_026016825.1

Necilova sekvence

GCF_026016845.1

Necilova sekvence

GCF_026427675.1

Necilova sekvence

GCF_026427695.1

Necilova sekvence

GCF_900475235.1

Tabulka 11 — Sekvence vybranych primert na zakladé softwarové analyzy.

Nazev primeru | Délka produktu (bp) Sekvence (5'-3")

169F 169 GTCGTGCTAAAATAAGGCGC
169R 169 GGTGACTCTAGCTCCGTGTT
171F 171 TACGGAAAACTAGGCCCTGT
171R 171 ACTATGACAAGGTGGTAGGGC
188F 188 ATTTGAAGATGATCCGCCGC
188R 188 CTGCTCCTTCTGCTGGTAGT
199F 199 GTGCGTGAAATCCTGGTGAA
199R 199 CCCAGTTACTTGAGCAACCA
213F 213 GTTGGGTACGATTGGGCTTG
213R 213 CCTGCTTGGTTTGGTGTTCT
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4.4 Optimalizace reakénich podminek pro real time PCR

Optimalizace reak¢nich podminek pro real time PCR byla z po¢atku rozdélena do né-
kolika krokt. Prvni krok analyzy mél za cil zhodnotit amplifikaci specifickych pro-
dukti, ptedbézné urcit specificitu K MG a navrhnout optimalni pocet cykltt PCR vzhle-
dem k hodnot¢ Ct. Druhy krok byl zacilen na navrZeni teplotniho optima pro nasedani
primerti (annealing) za pomoci gradientové PCR a vizualné-kiizového ovéfeni pies
gelovou elektroforézu. Tretim, a také poslednim, krokem bylo pouziti optimalizova-
nych podminek pro rtuzné typy vzorki a finalni uréeni druhové specificity.

Prvni krokem analyzy bylo provedeni real time PCR (QS6 Flex System, Life tech-
nologies) smésnych vzork® S navrzenymi primery a za pouziti SYBR®*GREEN jako
vizualiza¢niho ¢inidla. Kazdy vzorek byl pfedem testovan na pritomnost mykoplazem
(MG, MS) pomoci kitu Kylt® MGS Triplex Real Time (Anlcon, Germany), aby bylo
mozné stanovit, zda a jaké mykoplazmarni druhy se ve smé€sném vzorku nachazi, a
tedy pouziti navrzenych primert dava spolehlivé vysledky. Reakéni objem kazdého
vzorku byl stanoven na 10 pl, pti¢emz objemy reak¢énich komponentt byly v poméru:
5 ul master mixu (SYBR®GREEN, Thermo Fisher Scientific), 1 ul 100x fedéného F-
primeru, 1 pl 100x fedéného R-primeru®, 2 ul PCR H,0 (Top-Bio), 1 ul DNA vzorku.
Pocet cykli real time PCR byl stanoven na 50. Samotna reakce real time PCR sestavala
z n¢kolika postupné jdoucich krokt, zohlednujicich teplotu a délku trvani cyklu (Ta-
bulka I11). Vysledkem byla kiivka tani a kiivka amplifikace (kapitola Vysledky).

Tabulka 111 — Reak¢ni schéma real time PCR.
, Teplota | Doba trvani Pocet cyklu
Druh faze Uroven ) Zéaznam dat
(°0) (min:s) (opakovani)
1 50 2:00 -
Stabiliza¢ni -
2 95 10:00 -
1 95 0:15 -
PCR 50 x
2 60 1:00 ANO
1 95 0:15 -
Ktivka
2 60 1:00 ANO -
tani
3 95 0:15 -

4 Yedéni zasobniho roztoku primerti 100x dle nivodu od dodavatele
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Druhy krok analyzy zahrnoval provedeni gradientové PCR s vybranymi primery,
které se jevily na pfedchozich vysledcich kiivek nejlépe. Pribéh PCR byl realizovan
v termocycleru (Biometra T advanced 96 G) s reak¢nim programem cycleru o Sesti
krocich, podobné¢ jako bylo popsano vyse pro real time PCR, avsak v kroku annealingu
bylo nastaveno teplotni rozmezi od 55,2 - 61,8°C. Reakéni objem byl navySen na
20 pl, pti¢emz poméry pouzitych chemikalii byly nastaveny na 10 ul MM (Top-Bio),
0,8 ul 100x zfedéného F primeru, 0,8 ul 100x zfedéné¢ho R primeru, 7,4 ul PCR H20
(Top-Bio) a 1 ul DNA. Pocet cyklu stanoven na 40. Pro vizualizaci byla zvolena ge-
lova elektroforéza (zdroj napéti — EnduroTM 300 V, Labnet International Inc.), pii
celkovém napéti 80 V, po dobu 40 min s pouzitim 2% agar6zového gelu a jako vizua-
liza¢ni ¢inidlo byl pouzit ethidium bromid (Sigma Aldrich — E1510).

Tteti krok analyzy zahrnoval kompletni porovnani wt MG, wt MS, vakciny MS-
H, smési wt MS a vakciny MS-H, ¢isté kultury MP a smésného vzorku MP nejen v ter-
mocyleru ve spojeni s gelovou elektroforézou i v real time cycleru. Reakéni podminky

byly nastaveny podle ptedem vypoétené teploty pro nasedani primert (Tabulka IV).

Tabulka IV — Optimalizované podminky PCR pro primery.

Krok (faze) Teplota (°C) Délka cyklu (s) Potet cykld
(opakovéani)
Uvodni denaturace 95 300 -
Denaturace 95 30
Nasedani primert 61 30 40
Extenze vladkna 72 30
Finalni extenze 72 300 -
Konzervace 4 (nelimitovéano) -
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5 Vysledky
5.1 Uvodni test primerové specificity

V nasledujicich ptilozenych grafech byla zhodnocena specificita navrzenych primert.
Jako vhodné primery pro detekci se piedbézné jevily 213F/R a 171F/R. Ostatni pri-
mery (169F/R, 188F/R, 199F/R) navzdory své softwarové robustnosti, nebyly po prak-
tické laboratorni analyze dostatecné¢ vhodné pro detekci.

Vsech pét parti navrzenych primerti bylo testovano pomoci real time PCR Vv re-
akénim objemu 10 pul. Pro primery 169F/R, 171F/R, 188F/R, 199F/R, a 213F/R bylo
pouzito 50 cykli. Kazdy z pouzitych vzorkt byl testovan ve dvojim opakovani, aby
predbézna specificita primerti byla prokazatelna. Vzorek 256 byl pfedem stanoven
jako negativni na obsah MG, vzorek 257 jako pozitivni na obsah MG, vzorek 264 jako
byl pfidan jako pozitivni kontrolni vzorek a PCR voda byla pouzita jako negativni
vzorek. Z hlediska spolehlivosti metody byla porovnavana nejen kiivka tani, ale téz

kiivka amplifikace.

Zména fluorescenéniho signélu (-Rn")

@5.0 700 75.0 80.0 85.0 0.0 05.0
Teplota (°C)

Legenda

Waset Ms62 271 2572 vkt BInk2 Beka Bek 2

Graf 1 - K¥ivky tani primera 213F/R.
Z grafu (Graf 1) Ize vycist, ze u negativnich kontrolnich vzorkd (NK 1 a NK 2) mély
kiivky tani nejvétsi tendenci zménit fluorescencni signal pii teplotach 74,4°C a

89,2 °C. U ostatnich vzorku tato tendence se pohybovala v rozmezi 79 - 91,2°C.
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Graf. 2 - K¥ivky amplifikace vzorkii p¥i pouziti primeri 213F/R.
Graf (Graf 2) amplifikace vzorkli pomahé objasnit nejasnosti z prvniho grafu (Graf 1),
ktery také odpovida primeram 213F/R. Dvojktivka b poukazuje na amplifikace vzorku
pozitivni kontroly s podobnymi hodnotami C; (Ct = 26,670 a 26,894). Kiivky ¢ vyja-
diuji amplifikaci vzorkd 257 s hodnotami C¢ = 29,399 a Ci = 32,091. Dvojkiivka d
naznacuje prub¢h amplifikace u vzorku 256 (Ct =33,394 a C; = 33,713). Negativni
kontrolni vzorek naznaceny dvojktivkami a odkazoval na nejvyssi hodnoty Ct vzhle-

dem Kk ostatnim pouzitym vzorkim (Ct = 39,229 a Ct= 41,197).

Zména fluorescencniho signalu (-Rn’)

850 700 75.0 800 85.0 90.0 05.0
Teplota (°C)

Legenda
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Graf 3 - K¥ivKky tani primert 171F/R.
Z grafu (Graf 3) je patrné, Ze DNA pozitivnich vzorkd, tj. 257 a PK v opakovani mélo

stejnou tendenci ménit fluorescen¢ni signal pii teploté 76,5°C. U negativnich vzorku

34



256 se zménil fluorescencni signdl v nepfimé tmeérnosti s rostouci teplotou a negativni

kontrolni vzorky NK 1, NK 2 neménily signal viibec.
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Graf 4 - Ktivky amplifikace vzorki p¥i pouZiti primerd 171F/R.
Z grafu (Graf 4) je patrné, ze hodnota Ct u stejného druhu vzorkt se li$i jen minimalné.
Kitivka a odkazuje na negativni kontrolni vzorek, u né¢hoz nebyl zaznamenan speci-
ficky fluorescen¢ni signal. Dvojktivka b odkazuje na pozitivni kontrolni vzorek (264)
s hodnotami C 23,924 a 24,538. Dvojktivka ¢ prokazuje hodnoty C; 26,215 a 27,054
u vzorku 257 a dvojkiivka d odkazuje na vzorek 256 s hodnotami C; 28,382 a 28,657.

Zména fluorescencniho signalu (-Rn”’)

8.0 700 750 80.0 85.0 90.0 05.0
Teplota (°C)

Legenda
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Graf 5 - K¥ivKky tani primert 169F/R.
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Z grafu (Graf 5) lze vyvodit, ze DNA pozitivnich vzork, tj. 257 (vzorky v opakovani
s oznacenim 257 1 a 257 2) a PK (taktéz v opakovani) ma stejnou tendenci menit
fluorescenéni signal pii teploté 75°C. Naopak negativni vzorky 256 (256 _1 a 256 2)
nemeéni signal viibec. U NK 1 je ziejma zména fluorescencniho signalu okolo 68°C,

ktera mize znamenat nespecifickou tvorbu dimerti, ptipadné jiného produktu.

1E01

1E00

ARnN

0.1 \

0.01 N c

0.001

Graf 6 - Krivky amplifikace vzorku p¥i pouZiti primera 169F/R.

Z grafu (Graf 6) vyplyva, amplifikace riznych vzorku je zavisla piedev$im na kon-
centraci cilové DNA ve vzorku. Kfivka a znazoriiuje negativni kontrolni vzorek re-
akce, jehoz hodnota Ct byla 23,929 a pro tyto vzorky byla nejnizsi. Dvojita kiivka b
odkazuje na pozitivni kontrolni vzorek (264_1 i 264_2), jehoz hodnota C; byla 26,556,
zatimco dvojita kiivka ¢ poukazuje na vzorek 257, jehoz hodnota Ct lezela na pocatku
29. cyklu a poukazuje na amplifikaci v pozdé&jsi fazi reakce. U vzorku 256 (kiivka d)

nebyla patrnd Zadna amplifikace, pouze nespecifické fluorescenéni signély.
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Zména fluorescen¢niho signalu (-Rn’)
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Graf 7 - K¥ivky tani primera 188F/R.
Z grafu (Graf 7) je patrné, ze u vzorkt dochazi k tvorbé nespecifickych produkti, které

Z podstaty véci nejsou pro detekci vhodné.
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Graf 8 - K¥ivky amplifikace vzorki p¥i pouiti primeri 188F/R.
Graf (Graf 8) poukazuje na skutec¢nost, Ze pii reakci dochazi k tvorbé nespecifickych
produktd. Pro kiivky b, znazornujici pozitivni kontrolni vzorky byly stanoveny hod-
noty C: 33,602 a 36,983. Dvojkiivka a, znacici negativni kontrolni vzorky, vykazala
podobny prubéh reakce s hodnotami Ct 35,274 a 35,937. Prvni varianta vzorku 257
(ktivka c) vykazovala podobny pribéh amplifikace jako jedna z kiivek b a hodnota C;
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(Ct=36,909) se lisi nepatrné, naopak druha varianta vykazala hodnotu C; (Cy = 42,271)
az v pozdé&jsim cyklu reakce. Hodnota Ct u vzorka 256 (kfivky d) byla 38,950 a 41,591.

Zména fluorescenéniho signalu (-Rn’)

65.0 700 75.0 80.0 85.0 a0.0

Teplota (°C)
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Graf 9 - KFivky tani primera 199F/R.

Z grafu (Graf 9) je ziejmé, Ze pti pouziti primert 199F/R probéhla zména fluorescen-

¢nich signaltt podobné jako u primert 188F/R, tj. nespecificky a lze tedy vzit pied-

bézné v uvahu, ze tento par primert neni vhodny pro detekci MG.
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Graf.10 - K¥rivky amplifikace vzorkd p¥i pouZiti primert 199F/R.

Z grafu (Graf 10) je patrné, ze pozitivni kontrolni vzorek (kfivka b) mél nejnizsi hod-

noty Cy, tj. 31,374 a 32,934. Jedna varianta negativniho vzorku (kiivka a) a jedna va-

rianta vzorku 257 (kfivka c) mély podobny prabéh amplifikace a jejich hodnoty Ct se
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témer neodliSovaly (Ct = 34,927 a 35,214). Druha varianta vzorku 257 (ktivka c; hod-
nota Ct = 39,833) se ptekryvala s prvni variantou vzorku 256 (kiivka d; Ct =39,770).
Druhé varianty negativniho kontrolniho vzorku (C: = 38,500) a vzorku 256 (C: =
45,040) neodpovidaly vzorkiim stejného druhu.

5.2 Gradientova PCR

Provedeni gradientové PCR mélo stanovit nejlepsi teplotu pro nasedani vybranych pri-
merQ. Pro tuto analyzu byly vybrany primery 171F/R a 213F/R vzhledem K ptivétivé
vypadajicim vysledkiim analyz na real time cycleru. Gradietova PCR byla provedena
na jinych vzorcich nez v ptipad¢ real time PCR, vyjma vzorku 264 - ktery byl testovan
jiz v ptedchozi analyze, z davodu ovéfeni specificity a rozsifeni portfolia testovanych
vzorki. Nové pouzité vzorky byly oznaceny jako: 242, 243, 252, kde: 242 a 243 pted-
stavoval vzorek s neptitomnosti MG, 252 a 264 piedstavoval vzorek s ptitomnosti
MG. Teplotni rozmezi bylo v ptfipad€¢ obou primert nastaveno od 55,2°C do 61,8°C,
pficemz vétsi duraz byl kladen na teplotni zonu mezi 58,9 - 61,8°C (vzhledem k soft-

warov¢ analyze).
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Obr. &.2 - Vysledek gelové elektroforézy pri pouZiti primeru 171F/R v teplotnim rozmezi 58,9-
61,8°C [zdroj: autor].
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Z obrazku (Obr. ¢.2) je ziejmé, ze teplotni rozmezi 58,9°C az 61,8°C se ukazuje jako
robustni a Ize pfi téchto teplotach realizovat detekci MG. Zaroven je patrna i specificita
primert 171F/R ke zkoumanym vzorktim. Sir$i velikost prouzki, znazoriiujici synte-

tizované produkty, odpovida vyssi mife pouzitych cyklu pii PCR.

P TRIE A TIRRY SIS, SRR o oS T G T s 0 A o B - OPRST o A e LR o P s o AN X0 il ot RO~
% 0 ST R R Y o M- AR N o R <)
Lol e e e SRS [ SRS

se9sC it lRogee R BiaRe S erdre. L 180

Ladder (1 OObp).

Obr. €.3 - Vysledek gelové elektroforézy pri pouZiti primeru 213F/R v teplotnim rozmezi 58,9-
61,8°C [zdroj: autor].

Obrazek (Obr. ¢.3) prokazuje, Ze teplotni rozmezi mezi 58,9°C az 61,8 °C je optimalni
pro pouziti detekénich metod k pfitomnosti MG ve vzorcich. Je téZ patrné, ze primery
213F/R jsou specifické. Sirsi velikost prouzki, znazornéné pfi teploté 61,8°C u vzorki
252 a 264 vici ostatnim, lze vysvétlit pouzitim vyssi vstupni koncentrace DNA do

reakce, nezli je tomu u ostatnich vzork.

5.3 Testovani druhové specificity vybranych primeri

Testovani specificity primertit 171F/R a 213F/R probéhlo pfi optimalizované teploté
nasedani primert (61°C), ostatni kroky PCR byly nezménény. Specificita primert byla
testovana na osmnacti vzorcich, které se lisily svou povahou. Nasledujici tabulka (Ta-

bulka V) shrnuje oznaceni a variaci vzorki.
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Tabulka V — Souhrn pouzitych vzorku pro stanoveni druhové specificity.

Laboratorni ¢islo vzorku | Vysledek testu MGS-Triplex
18, 20, 21 wt MS + vakcina MS-H
24,189 pozitivni na wt MS
111,112, 113 pozitivni na vakcinu MS-H

150, 151 negativni na wt MG
200, 223, 224, 230 pozitivni na wt MG
mixMP pozitivni na wt MP

MP synteticka pozit. kontrola MP

MS synteticka pozit. kontrola MS

MG synteticka pozit. kontrola MG

Vzorky byly vybrany k analyze specificity podle toho, zda vykazovaly po stano-

veni za pouziti kitu signal pozitivni pro MG. Vzorek bukalniho stéru mysi (zde ozna-

¢eny jako mixMP) byl poskytnut jako doplinkovy sbirkovy vzorek.
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Obr.¢.4 - Gelova elektroforéza | vybranych vzorki pri pouZiti primert 171F/R (nahote) a

213F/R (dole)[zdroj:autor].
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Z obrazku (Obr.¢.4) je ziejmé, Ze optimalizované podminky pro oba pary primert fun-
guji v detekci dostatecné a je s nimi mozné detekovat MG piimo i ve smésnych vzor-
cich. Druh MS nebyl za pouziti této optimalizované metody detekovan — a to ani ve
vzorcich vyskytujici se spolecné s vakcinou MS-H. U vzorku 224, ktery piedstavoval
jeden ze vzorkl pozitivnich na MG nebyl zachycen na elektroforetickém gelu zadny
signal ve form¢ prouzku. Po srovnani vysledkii u vzorku 224 na real time PCR cycleru
s vysledkem gelové elektroforézy bylo zjisténo, ze hodnota Ct byla zaznamenana v 38.
cyklu reakce (jako vysledek z kitu Kylt® MGS Triplex). Vzhledem K této skutecnosti
je nepravdépodobné, Ze by mnozstvi nové syntetizované DNA v reakci se 40 cykly

bylo patrné na gelu.
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Obr.¢.5 - Gelova elektroforéza II vybranych vzorki p¥i pouZiti primerd 171F/R (nahoie) a

213F/R (dole) [zdroj:autor].

Z obrazku (Obr.C.5) vyplyva, Ze navrzené detekéni primery identifikuji spolehlivé
druh MG v pouzitych vzorcich i v syntetické pozitivni kontrole MG. Ostatni pouzité

vzorky nejevi znamky amplifikace cilovych useki, a tedy je moZno pfedpokladat, ze
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jsou primery dostate¢n¢ specifické. U primerti 171F/R si lze pov§imnout nespecific-
kého produktu o délce piiblizné 800 bp, avsak pouze u vzorki MG. Vzhledem k pou-
ziti a citlivosti real time cycleru, se kterym bylo elektroforetické stanoveni do meto-
diky spojeno, byl na tento fragment brat zfetel a bude pfedmétem dalSiho zkoumani.
Jedinym fragmentem, ktery je dostatecné specificky, byl fragment o délce 213 nukle-
otidd pfi pouziti primeru 213F/R.

Na konec bylo provedeno stanoveni PCR na real time cycleru, aby elektrofore-

tické stanoveni bylo podloZeno citlivéjsi metodou (Graf 11).
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Graf 11 - K¥ivky amplifikace vzorki pfi pouziti primeri 213F/R.

Ktivky amplifikace (Graf 11) vykazuji hodnoty C; v intervalu 29. az 38. cyklu. Pro
kontrolni vzorky odlisnych syntetickych mykoplazmarnich druht, tj. MS, MP a nega-
tivni kontrolni vzorek nebyla stanovena hodnota C; vzhledem k amplifikaci. U vzorku
200, ktery vykazoval pozitivitu na pfitomnost MG, je narust kiivky zaznamenan az
V pozdéjsi fazi cykli, kvili niz8i koncentraci DNA ve vzorku.

Nejlepsimi navrzenymi oligonukleotidy, pro detekci druhu MG, byly stanoveny
primery 213F/R. Tyto primery dostatecné prokazaly specificitu k druhu MG a jsou
tedy vhodnymi markery pro diagnostiku této bakterie.
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6 Diskuse

Mycoplasma gallisepticum patii k dilezitym dribezim patogenim, které ovliviuji
zdravotni a ekonomickou stranku hospodaiského chovu. Existence vakcin a ptisna bi-
osecurity mohou problém s timto patogennim organismem docasné vyiesit, je vSak
nutné tato opatieni peclivé dodrzovat. Vzhledem ke zvySenému pouzivani vakcin je
podobnost vakcinac¢nich kment s divokymi znatelna a rozdily naopak minimalni. Je
tedy vhodné nalézt optimalni molekularné detekéni metodu, ktera dokaze odlisit tyto
dvé mykoplazmarni varianty mezi sebou.

Tato prace se zamétuje na navrh detekénich mechanismi a jejich laboratorni ove-
feni z celogenomovych dat cilového organismu Mycoplasma gallisepticum. V porov-
nani s ostatnimi studiemi se tato prace primarné¢ nezamétuje na konkrétni znamé de-
tekéni geny, ale pracuje se softwarové navrzenymi sekvencemi, které jsou pro druh
MG unikétni. Nékteré z téchto sekvenci odkazuji na mista, kterd jsou funkéné znama,
avsak se k detekci nevyuzivaji.

Mnohé studie (Beko a kol., 2019; Marouf a kol. 2020, 2022; Mattuci a kol., 2023)
se shoduji, Ze nejlepsi pro detekci druhu MG je gen mgc2 v kombinaci s detekci inter-
genickych oblasti pro 16S-23S rRNA. Vzhledem k této skute¢nosti je doporucovano
WOAH pouzit tyto Gseky jako detekéni. Ve studii (Grozner a kol.,2019) bylo zjisténo,
ze mykoplazmarni druhy se v genu pro 16S rRNA 1isi jen velmi malo (0,9-9,5 %). Z to-
hoto diivodu nelze usuzovat, zZe je detekce 16S rRNA dostate¢na a méla by byt dopl-
néna o dalsi detekéni mechanismus, ktery potvrdi druhovou specificitu. Ghanem a kol.
(2019), Sulyok a kol. (2019), Kang a kol. (2023), Mattuci a kol. (2023), Wei a kol.
(2023) navrhuji pouzit metodu MLST pro detekci kombinace gend dnaA, fusA, rpoB,
gapA, Ipd, plpA, parE, potC, glpK, hlp2, uvrA. Vétsina z téchto gend zajist'uje tvorbu
pfrenosnych proteind pro jiné proteinové struktury, transportované k mistu replikace.
Jiné jsou samy soucasti proteinoveé — komplexnich faktort zajist'ujici replikaci a zby-
vajici funguji jako soucast adheznich lipoproteinovych struktur na povrchu cyto-
plasmatické membrany. Vzhledem K rychlému evolu¢nimu vyvoji, kterému myko-
plazmarni druhy podl€haji, 1ze ocekavat, ¢etné polymorfismy v téchto tsecich. Nahled
do téchto zmén by mohla pfinést MAMA analyza (Sulyok a kol., 2019), ktera je zkom-
binovatelna s real time PCR platformami anebo konven¢ni PCR spojenou s gelovou

elektroforézou. Dulezité je detekovat specifické housekeeping useky, které podléhaji
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moznym mutacnim tlakiim méné¢, aby metoda detekce mohla byt spolehliva a snadno
reprodukovatelna.

Navrzené unikatni sekvence byly ziskany analyzou genomi prostiednictvim pro-
gramu KEC. Tento program rozsifuje moznosti zisku bioinformatickych dat uzivate-
ltm, kteti byli doposud zvykli na pouzivani zakladnich néstroji systému Linux. Od-
délené trimovani, assembly, alignment nebo filtrovani je nahrazeno v podstaté¢ dvéma
zakladnimi ptikazy(include/exclude), které dokazou spolehlivé poskytnout data v niz-
kém Casovém horizontu i uzivatelim platforem Mac a Windows bez piedchozich po-
kro¢ilych znalosti prace s bioinformatickymi daty (Beran a kol., 2021). Ackoliv n¢kte-
rym zékladnim ukontim, jako je napf. filtrovani dat, se nelze vyhnout, poskytuje tento
program Siroké vyuziti pro prokaryotické i eukaryotické genomy.

Mnou ziskané unikétni sekvence byly filtrovany na takové, které jsou delsi nez
5000 nukleotidi. Zamérem bylo, aby navrh detekénich primert mohl pracovat s co
nejdel§imi unikatnimi useky a mnozstvi navrzenych primera se timto mohlo zvysit.
Délka (do 200 bp) amplifikovaného tseku t€mito primery byla piizptisobena moznos-
tem real time cycleru, aby mohla byt efektivita detekce prokazatelna (LabGuide,
2020). Jeden z para primert byl zamérné zvolen, aby amplifikoval oblast delsi nez 200
para bazi, tj. 213 bazi a prokazaly se tak moznosti vyuziti a senzitivita real time
cycleru. Tento par primerd amplifikoval ¢ast lokusu pod oznacenim HFMG94VAA.
Lokus v sob¢ zahrnuje sekvenci genu pro transportni membranovy protein permeazu,
ktery je nutny pro fizeni osmotického tlaku a transportu Zivin do buiiky. Tato sekvence
se objevuje ve studii Tulman a kol. (2012), kde v8ak neni zaevidovana jako detek¢ni
marker pro druh MG. Spojenim studie a této diplomové prace vsak vyplyva zavér, ze
je usek dostate¢né druhove specificky, aby byl zaclenén pro ptimou detekci MG po-
moci konvencni nebo real time PCR.

Jako druhy slibny detekéni par primert se jevily primery s oznacenim 171F/R,
amplifikujici lokus s ozna¢enim MGAH_RS00230, uprostfed genu pro thymidylat
syntazu. Thymidilat syntaza je enzym zodpovédny za preménu nukleové baze deoxy-
uridinatu na thymidilat a je dalezitym faktorem pro replikaci DNA (Allison a Lambert,
2024). Rozdilem oproti 213F/R, byla navzdory stejnym optimalizovanym podminkam
detekce skutecnost, ze tento par primert pti vizualizaci na gelové elektroforéze proka-
zal amplifikaci cilového produktu nejen na délce 171 bazi, ale téZ na trovni velikosti
800 bazi. Tato skutecnost byla pozorovéana pouze ve vzorcich obsahujici druh MG. Je

tedy mozné, ze pouziti tohoto detekéniho primeru bude mit své misto v budoucich
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stanovenich, avsak z této prace bylo vy¢lenéno, vzhledem k nejasnostem ohledné cha-
rakteru produktu.

Na stejny lokus jako u 171F/R primerd, s rozdilnym pocateénim nukleotidem a
délkou amplifikovaného fragmentu (199 parti bazi), nasedal par primerti s ozna¢enim
199F/R. Laboratorné bylo potvrzeno, ze navzdory softwarovému navrhu, se v reakci
amplifikuje tento usek i ve vzorcich, kde MG nebyla potvrzena. Z tohoto divodu se
paru primerti nevénovala pozornost a byl z laboratorni analyzy vyc¢lenén.

Detekéni mechanismy pro mykoplazmarni druhy se nemusi opirat pouze o trans-
portni proteiny, ale i proteiny zaclenéné napi. do provizorni prokaryotické imunitni
odpovédi. Jako jednu z moznosti 1ze zvazit pouziti CRISPR-Cas systémt, které pro-
karyota vyuZzivaji jako defenzivni mechanismus pro fagovou invazi (Jackson a kol.,
2017). Zajimavym faktem je, ze kvili unikatni genetické stavbé CRISPR-Cas systémii,
konkrétn¢ zde genu cas9, kterou zmiinuje Zhou a kol. (2021) napti¢ mykoplazmarnimi
druhy, byla i pro druh MG v této praci navrzena unikatni sekvence pro primerovy kon-
strukt k detekci tohoto genu. Metodu pro amplifikaci useku o délce 169 bazi se vSak
nepodafilo laboratorn€ optimalizovat a diference mezi geny cas9 ziistava tak prozatim
skryta.

Jako posledni detekéni par primert je predlozen 188F/R. Tento konstrukt byl na-
vrzen na oblast pod oznacenim WP_011113790.1, ktera doposud nema piifazenou
funkci a ptredpoklada se na zakladé CheckM analyzy genomu, Ze je v tomto useku
hypoteticky protein. Laboratorni analyza nepotvrdila specifi¢nost vzhledem k softwa-
rové analyze, protoze k amplifikaci useku o délce 188 part bazi doslo nejen u pozitiv-

nich, ale téZ negativnich vzorkl obsahujici MG.

46



[ Zavér
Z ptedlozené diplomové prace na téma ,,Molekularni detekce druhu Mycoplasma

gallisepticum na zakladé¢ celogenomovych dat” vyplyvaji tyto zavéry:

e Pro navrh detek¢nich primeri byly softwarové nalezeny a laboratorné vy-
uzity unikatni casti cilovych genomu MG.

e Laboratorni optimalizace stanovila: 61°C jako teplotu vhodnou pro anne-
aling paru primera 171F/R a 213F/R a optimalni poc¢et PCR cykla pro
a) Real time PCR na hodnotu 50 v celkovém objemu reakce 10 pl
b) End point PCR na hodnotu 40 v celkovém objemu reakce 20 pl.

e Amplifikace DNA u druhu Mycoplasma synoviae a jeji vakciny MS-H a
druhu Mycoplasma pulmonis a jejiho smésného vzorku pii pouZiti primert
171F/R a 213F/R nebyla prokazana.

e Specificita navrzeného paru primerti 213F/R byla softwarové i laboratorné
prokazana V testovanych vzorcich pozitivnich na vyskyt druhu Myco-
plasma gallisepticum, na rozdil od paru primert 171F/R, ktery amplifiko-
val v reakci jeden specificky produkt (171 bp) a jeden nespecificky pro-
dukt (800 bp).

e Nejlépe na cilové sekvence nasedaly primery 213F/R.
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