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Cil metodiky

Bakterie rodu Anaplasma jsou plvodci klistaty prenasenych onemocnéni po celém svété s vyznamnym
dopadem jak pro zvitata, tak pro ¢lovéka (Battilani et al., 2017). Vliv Anaplasma phagocytophilum na
zdravi a produktivitu domacich zvitat je zndm jiz od 40. let dvacatého stoleti (Gordon et al., 1940) a
dodnes je vyznamnou pficinou ekonomickych ztrat. Na vyznamu nabyva i jako plvodce lidské
granulocytarni anaplazmadzy, ktera ovsem zUlstava casto nediagnostikovana jako akutni nespecifické
febrilni onemocnéni. S ohledem na zmény v dynamice vyskytu klistat a Zivotniho stylu je anaplazmédza
v fadé regionl povaZovana za emerging disease.

A. phagocytophilum je gram-negativni bakterie pfendsena klistaty rodu Ixodes. Typicky napada
neutrofily a u zvifat mlZe vyvolavat letargii, ataxii, ztratu apetitu, bolestivost kloub(l; nejzavaznéjsim
klinickym projevem je anémie a leukopénie. Zviteci hostitelé (domaci a volné Zijici prezvykavci, jeZci,
divocdaci apod.) slouZi jako rezervoar infekce, ze kterého je ndkaza prenasena klistaty na hospodarska
a domaci (psy, koné) zvitata nebo ¢lovéka (Bakken and Dumler, 2015). Ackoli je A. phagocytophilum
vnimana jako jeden druh, na zdkladé molekularné-biologickych studii je zfejma existence nékolika
ekotypud/haplotypl s rozdilnou epidemiologii (Jahfari et al., 2014; Jaarsma et al., 2019) a zfejmé i s
odliSnym zoonotickym potencidlem.

Vzhledem k ekonomickym dopadiim v chovech hospodarskych zvifat, zoonotickému potencidlu a riziku
prenosu alternativnimi cestami (transfuze, fomity apod.) je potfeba presnych, rychlych a dostupnych
diagnostickych postupld nezpochybnitelnd (Silaghi et al., 2017). VsoucCasné dobé dostupné
diagnostické testy jsou zalozeny na principu nepfimé imunofluorescence detekujici IgG/IgM protilatky.
V prvni faziinfekce (prvni tyden akutni faze onemocnéni) nejsou protilatky detekovatelné, test je nutné
opakovat v odstupu dvou az ¢tyf tydn(. Z primych test( jsou dostupné sady pro real-time PCR (qPCR),
umozhujici rychlou a sensitivni diagnostiku od prvnich pfiznakd akutni infekce. Zadny z uvedenych
testl neumozZniuje rozliSeni genetickych variant srozdilnym epidemiologickym a zoonotickym
potencidlem.

Cilem predkladané metodiky je umoznit rychlou detekci pfitomnosti nukleové kyseliny A.
phagocytophilum ve vzorcich plné krve/tkané Sirokého spektra hostitel( (skot, ovce, kozy, psi, koné
aj.) a po sekvenaci PCR produktu i zarazeni k pfislusnému ekotypu. Metodika mlZe byt vyuzZita i jako
doplnék k Cisté diagnostické gPCR, kdy jeji aplikaci u pozitivnich vzorkli mohou byt tyto zarazeny
k ekotypim. Diky sensitivité predkladané metodiky je tato vhodna i k monitoringu efektivnosti IéCby,
kdy opakovany screening vzork( nékolik tydn(i po ukonceni [éCby umozni posoudit eliminaci patogenu
z hostitelského organizmu. Metodika vyuziva béiné vybaveni molekuldrné-diagnostické laboratore a
jeji vyutziti tak neni vazano na vstupni investice. Predkladana metodika je v souladu v doporucenimi pro
pfimou detekci Anaplasma spp. pro diagnostické a epidemiologické ucely z roku 2017 (Silaghi et al.,
2017).



Uvod

A. phagocytophilum je obligatni intracelularni parazit s vyraznym dopadem na zdravi zvitat i ¢lovéka.
Hostitelské spektrum je extrémné Siroké, zahrnujici ¢lovéka, masozravce, prezvykavce, hlodavce,
hmyzozravce, ptaky i plazy. Jeho rozsifeni odpovida rozsiteni klistécich vektor( rodu Ixodes; I. ricinus
v Evropé, I. scapularis, I.pacificus a I. spinipalis v USA, I. persulcatus v Asii a Rusku (Stuen et al., 2013).
Tyto druhy pfenasi infekci A. phagocytophilum trans-stadidlné, ale nikoli trans-ovarialné, coz vylucuje
jejich roli jako rezervoaru infekce (Dugat et al., 2015). V Evropé jsou pravdépodobnym rezervodrem
rGzné druhy vysoké zvére (jelen, danék, los apod.), ktera je jednim z hlavnich hostitell /. ricinus a drobni
savci (hlodavci a hmyzoZravci), jakoZto hlavni hostitelé vyvojovych stadii klistéte. Role dalSich druhd
divokych (lisky, divoka prasata) i domacich zvitat, u kterych byla A. phagocytophilum detekovana,
v epidemiologii neni jasna. Méné Castou cestou prenosu je iatrogenni prenos (Fine et al., 2016), u
¢lovéka byl zaznamendn i pfenos infekce pfi manipulaci s krvi a tkani nakazenych zvifat (Bakken et al.,
1996).

Po infekci vnimavého hostitele dochazi k napadeni neutrofill a eozinofill a tvorbé tzv. moruly v jejich
cytoplazmé. Procento infikovanych fagocytickych bunék je zavislé na fazi infekce, citlivosti hostitele a
konkrétnim bakteriadlnim kmeni. Dochazi k rozvoji leukopenie, neutropenie a tim az k imunodeficienci,
kterd muze vést kvyskytu komplikaci a oportunnich infekci (Woldehiwet, 2010). U lidi je
A. phagocytophilum plvodcem lidské granulocytarni anaplazmozy s velmi Sirokym spektrem klinickych
projevl od asymptomatickych infekci po tézké infekce vyzadujici hospitalizaci. Klinickym projevem je
obvykle akutni nespecifické febrilni onemocnéni trvajici 2—11 dni. U vétsiny pacientd se vyskytuje
horecka, maldtnost, myalgie, bolesti hlavy, méné casto artralgie, postiZeni jater, poruchy centralniho
nervového systému, nevolnost a zvraceni nebo dychaci obtize. Vzacné muizZe dojit k Zivot ohroZujicim
komplikacim (Bakken and Dumler, 2015).

U ovci a koz je A. phagocytophilum ptivodcem klistéci horecky (, tick-born fever”), u skotu pak ,,pasture
fever” projevujici se horeckou doprovazenou ztratou chuti, poklesem produkce mléka, neochotou
k pohybu. Oslabena imunita predisponuje zvifata k rozvoji druhotnych bakteriadlnich infekci, jako je
pasteureldza a rGzné hnisavé infekce (Woldehiwet, 2006, 2010). V téchto pfipadech je ekonomicky
dopad neoddiskutovatelny a v€asna diagnostika umoZni zahajit 1é¢bu a sniZit tak ztraty na minimum.

Anaplazméza pst nabyva na vyznamu s poctem aktivnich, sportujicich a cestujicich chovatel(, jejichz
psi prichdzi do styku s potencidlné infikovanymi klistaty ve zvySsené mife. Projevy infekce
A. phagocytophilum se rlzni od asymptomatického priibéhu po klinicky evidentni infekce s priznaky
horecky, letargie, nechutenstvi, anorexie, zvraceni, prijem, ztuhlost a bolestivost kloubl. Zvysena
predispozice nebyla prokazana u Zzadného plemene (Sainz et al., 2015).

U koni je A. phagocytophilum plvodcem equinni granulocytdrni ehrlichidzy, kterd dle serologického
screeningu probihd casto subklinicky, v ojedinélych pripadech se manifestuje horeckou, depresi,
anorexii, otoky kloubU, petechiemi, ikterem a béhem dvou tydnU vétSinou samovolné odezni (Jahn et
al., 2010; Praskova et al., 2011). V téchto pripadech je pfesna identifikace vyznamna jako soucast
diferencidlni diagnostiky jinych febrilnich stav(.

Ackoli je v soucasné dobé A. phagocytophilum povaZzovana taxonomicky za jeden druh, v literature
vzrista pocet védeckych praci svédcicich o existenci znacnych rozdill mezi izolaty na Urovni
epidemiologie, geografie, hostitelské specifity i genetické variability. Experimentdlni infekce izolaty
z odlisnych hostitelskych druh(i poukazuji na moznost hostitelské specializace. Geneticky se jednotlivé
izolaty, pfipadné jejich klastry, liSi v zavislosti na studovaném markeru (16S rRNA, hlavni povrchovy



protein msp2, sekrecni protein ankA, heat shock protein groEL), tyto klastry koresponduji s tzv.
ekotypy, tedy populacemi zjedné ekologické niky (Jahfari et al., 2014). Metody typizace izolatd
zaloZené na analyze vice lokus( (tzv. ,,multilocus sequence typing“) rovnéz poukazuji na rozdilnou
hostitelskou specifitu, geografickou distribuci a zoonoticky potencial jednotlivych klastrd (Huhn et al.,
2014). Nedavna komplexni prace vychazejici z analyzy sekvence groEL genu vzorkl A. phagocytophilum
napfi¢ Evropou a Asii potvrdila a rozsifila rozdéleni jednotlivych izolatd z plvodnich ¢tyr (Jahfari et al.,
2014) do osmi klastrd (Jaarsma et al., 2019).

Soucasna diagnostika A. phagocytophilum je zalozena zejména na neptimém priakazu 1gG/IgM
protilatek metodami nepfimé fluorescence ¢i ELISA. Nevyhody nepfimého prikazu jsou zejména
nepfitomnost protilatek v prvnim tydnu (v akutni fazi) infekce, coZz znemoznuje v€asnou diagnostiku a
zahdjeni |éCby, mozZna zkfizena reaktivita protildtek poskytujici faleSné pozitivni vysledek a
v neposledni fadé i detekce protilatek, které mohou v organismu pretrvavat nékolik mésict az let po
prodélané infekci bez souvislosti s aktudlné probihajici infekci. Primé testy detekujici pritomnost
samotnych bakterii nebo jejich DNA maji vyssi sensitivitu i specifitu zejména v pocatecni, akutni fazi
infekce. Mikroskopie krevniho ndatéru, kdy mohou byt pfimo pozorovany moruly Anaplasma spp.
v infikovanych burikach je levna a rychla, nicméné z pfimych testll nejméné sensitivni a zavisla na
zkusenostech vysettujiciho personalu. Izolace a kultivace in vitro je vhodnéjsi pro studium biologie
Anaplasma spp. neZ pro diagnostické ucely, vzhledem k ¢asové a technické narocnosti metody a
mozZnosti kontaminace jinymi bakteridlnimi kmeny pfitomnymi ve vzorku.

Detekce pritomnosti nukleové kyseliny A. phagocytophilum ve vzorku je rychlou a citlivou metodou
umoznujici véasnou diagnostiku véetné moznosti automatizace. Komercné dostupné kity vyuZzivaji
metody real-time PCR umoznujici detekci pritomnosti DNA rychle a sensitivné, nicméné amplifikovany
usek je kratky, nesekvenovatelny a vzorky jsou charakterizovany pouze jako pozitivni/negativni.
Konvencni PCR vyuZivajici nested protokolu dosahuji srovnatelné sensitivity jako real-time PCR s
moznosti nasledné sekvenace produktu a blizsi charakterizace konkrétniho izolatu (napf. urceni
zoonotického potencialu) (Silaghi et al., 2017).

Vlastni popis metodiky

Material a pfistroje

10 ml odbérové zkumavky s antikoagulantem K3EDTA
Zkumavky typu eppendorf 1,5 ml

0,2 ml tenkosténné PCR zkumavky, pfipadné 8-mi zkumavkové PCR-stripy s jednotlivymi vicky
Sterilni skalpel/¢epele

Sterilni petriho misky

PCR cycler s vyhfivanym vikem

Aparatura pro horizontalni gelovou elektroforézu
Centrifuga na 10 ml zkumavky

Centrifuga na 1,5 ml zkumavky

Centrifuga na 0,2 ml zkumavky/stripy

Lednice (+4°C), mrazak (-20°C)



Odbér vzorkd biologického materialu

Vzorky zvirat

Pro diagnostické ucely je odebirdna periferni krev do plastovych 10 ml zkumavek s antikoagulantem
K3EDTA. Je tfeba dodrzet maximalni hladinu krve oznacenou ryskou na zkumavce. lhned po odbéru je
krev ve zkumavce nutné dlkladné promichat s antikoagulantem, uchovavat pfi +4°C a zpracovat
bezprostfedné po doruceni do laboratofe nebo skladovat pfi -20°C do izolace DNA (je treba
minimalizovat pocet cykld zmraZeni/rozmrazeni).

Pro izolaci DNA z pIné krve je tfeba cca 200 pl krve (v zavislosti na konkrétnim pouZzitém izola¢nim
postupu; viz niZze) nebo je moZné separovat buffy coat (obsahujici bilé krvinky a krevni desticky) a ten
nasledné pouzit k izolaci.

Pfiprava buffy coat

Vzorek plné krve s antikoagulantem se centrifuguje (200 g, 15-20 min), vrchni vrstva tvofend krevni
plasmou se opatrné odstrani a stfedni vrstva (tenky prstenec nad vrstvou erytrocytu), buffy coat, se
odebere do Cisté zkumavky typu eppendorf a nasledné pouzije k izolaci DNA. Kratkodobé (hodiny) jej
Ize skladovat v +4°C, dlouhodobé (tydny) pti -20°C do izolace DNA (je tfeba minimalizovat pocet cykll
zmrazeni/rozmrazeni, pro moznost opakovaného vysetfeni doporucujeme vzorky alikvotovat).

V pfipadé, Ze neni mozné odebrat periferni krev (zejména u kadavernich vzork), Ize jako alternativni
material pouZzit vzorek sleziny, pfipadné jater. Sterilné odebranou tkan Ize pfed izolaci DNA uchovavat
v -20°C.

Vzorky klistat
Vzorky klistat |ze kratkodobé (do 48 hodin) skladovat v +4°C, jinak je vloZzime do >70% etanolu a
skladujeme v -20°C. S klistaty manipulujeme sterilni pinzetou. Pfed izolaci DNA provedeme oplach:

- 5 minut/destilovana voda (nebo sterilni PBS)

- 5 minut/70-80% etanol

- 5 minut/ destilovana voda (nebo sterilni PBS)

- Oschnuti na sterilnim podkladu (filtraéni papir, petriho miska apod.) nasledované izolaci DNA

Izolace DNA

Z krve/buffy coatu

Izolaci celkové DNA z krve Ci jeji frakce bilych krvinek (buffy coat) lze provadét komercné dostupnymi
kity jak manudlné tak automaticky. P¥i izolaci je potfeba dodrZet ndvod vyrobce konkrétniho kitu. Lze
pouzit kterykoli z nize doporucenych kitll, pfipadné adekvatni alternativu (kvalitu extrakce je nutné
ovéfit na paralelniizolaci a nasledné detekci A. phagocytophilum 20 pozitivnich a 10 negativnich vzorka
a vysledky porovnat s jednim z niZze doporucenych kitd).

Doporucené kity pro izolaci:

QlAamp DNA Blood mini kit, Qiagen, Germany

DNeasy Blood & Tissue Kits, Qiagen, Germany

Exgene Tissue SV (Plus!), GeneAll, Korea

Exgene Clinic SV, GeneAll, Korea

Exgene Cell SV, GeneAll, Korea

High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, Switzerland
MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit, RBCBioscience, Taiwan
Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit, Promega, USA
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Z klistat/tkané

Izolaci celkové DNA z klistat ¢i tkané Ize provadét nize doporuc¢enymi komeréné dostupnymi kity jak
manualné tak automaticky. Pfi izolaci je potfeba dodrzet ndvod vyrobce konkrétniho kitu. Lze pouzit
kterykoli z nize doporucenych kitd, pfipadné adekvatni alternativu (kvalitu extrakce je nutné ovéfit na
paralelni izolaci a nasledné detekci A. phagocytophilum 20 pozitivnich a 10 negativnich vzorkl a
vysledky porovnat s jednim z nize doporuéenych kit(l). Je nutné zajistit adekvatni mechanické naruseni
vzorku pro usnadnéni lyzaéniho kroku. V pfipadé vzork( jedincd nedospélych stadii klistat (nymf) se
pro izolaci pouzije cely vzorek; za pouZiti sterilniho skalpelu a sterilni petriho misky (¢i adekvatni
alternativy) je potifeba vzorek pred prvnim, lyzaénim krokem mechanicky rozmélnit. V pfipadé
dospélcu klistat se vzorek sterilnim skalpelem rozfizne podélné na poloviny, z nichZ se pro izolaci DNA
pouzije jedna, kterou je taktéZz nutné mechanicky rozmélnit (viz. vyse). Takto pfipraveny vzorek je
vstupnim materidlem pro izolaci kitem. U tkani postupujte dle doporuceni konkrétniho vyrobce.

Doporucené kity pro izolaci:

DNeasy Blood & Tissue Kits, Qiagen, Germany

Exgene Tissue SV (Plus!), GeneAll, Korea

Exgene Clinic SV, GeneAll, Korea

Exgene Cell SV, GeneAll, Korea

High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche, Switzerland

vk wNeE

Detekce cilové sekvence DNA — nested PCR

Pro detekci bakteridlni DNA A. phagocytophilum byl vybran Usek operonu GroESL, ktery kdéduje
chaperony GroES a GroEL. Jednd se o dostatecné konzervovany gen, umoziujici navrzeni dvou sad
primer( pro nested PCR obklopujici variabilni Usek pro bliZsi charakterizaci izolatu. Amplifikovany usek
407 bp (366 bp bez sekvenci primer() je prijatelné kratky, aby byl snadno amplifikovatelny a tim
vhodny pro diagnostické ucely, ale zdroven variabilni, aby umoznil zafazeni do ptislusného ekotypu.
V soudasné dobé je dostupny dostatecny pocet (>1500) sekvenci GroEL genu A. phagocytophilum
umoziujici detailni analyzu a sestaveni referenc¢nich sekvenci pro jednotlivé ekotypy (Jaarsma et al.,
2019).

Varianta nested PCR (tedy dvoukrokové amplifikace pomoci dvou setl primert) je zvolena z dGvodu
vysoké sensitivity i specificity.

Sekvence primerU pro detekci DNA A. phagocytophilum

Nazev Sekvence 5 - 3° Délka produktu | Reference
EphplgroEL(569)F | ATGGTATGCAGTTTGATCGC .

574 nt Alberti et al., 2005
EphgroEL(1142)R | TTGAGTACAGCAACACCACCGGAA n (Alberti et al., 2005)
ApNest-F GTGGAATTTGAAAATCCATAC
ApNest-R GTCCTGCTAGCTATGCTTTC 407 nt (laarsma et al., 2019)

Kontroly PCR

Pro kazdou sadu testovanych DNA se pouZivaji dvé negativni kontroly. Prvni slouZi ke kontrole Cistoty
pouzitych reagencii, druhda ke kontrole pracovniho postupu. Pro kazdou sadu testovanych vzorkd se
pouzivd jedna pozitivni kontrola obsahujici sekvenacné potvrzenou DNA A. phagocytophilum.



Pfiprava reakcni smési a amplifikace
1. Reakéni smés se pfipravuje vidy Cerstva v boxu dekontaminovaném UV zafenim po dobu 10 minut;
templat (vzorek Ci reakce prvniho kola) se priddva mimo prostory pro ptipravu mastermixu.

2. Roztoky, reagencie i vzorky nechame rozmrazit pfi +4°C, poté jemnym poklepem na zkumavku
promichame (nevortexujeme) a centrifugujeme pfi maximalnich otackach pét sekund.

4. Dle poctu analyzovanych vzorkl (pocet vzork( + 4) pfipravime mastermix napipetovanim
jednotlivych komponent v poradi a poméru uvedeném nize, vortexujeme 5 s, pfi maximalnich otackach
centrifugujeme 5 s a rozdélime do jednotlivych PCR zkumavek ¢i stripl s jednotlivymi vicky (typ
odpovidajici pouzitému cykleru), které ihned uzavieme.

Objemna 1
reakci v pl
PCR H,0O 4
Primer EphplgroEL(569)F 10 uM 0,75
Primer EphgroEL(1142)R 10 uM 0,75
2x PCRBIO Tag Mix Red (PCR Biosystems, UK) 7,5
Objem mastermixu na 1 reakci 13
vzorek 2 ul
Celkovy objem 15 pl

5. Do prvni negativni kontroly pfiddme PCR vodu odpovidajici objemu vzorku a uzavieme.

6. Mimo box na pfipravu mastermixu pfidame do jednotlivych PCR zkumavek/stripli odpovidajici
mnozstvi vzorkl, pozitivni kontroly a PCR vodu do druhé negativni kontroly (v tomto poradi). Nikdy
nesmi byt otevieny dvé PCR zkumavky zdroven — po pfidani vzorku je nutné jednotlivé zkumavky
peclivé uzavfit. Pfed amplifikaci vSsechny PCR zkumavky/stripy centrifugujeme pfi maximalnich
otackach 5 s.

7. Amplifikace probiha dle nize uvedeného teplotniho profilu v cykleru s vyhtivanym vickem (napf.
Biometra TRIO, Analytik Jena; T100/C1000 Thermal Cycler, BioRad).

Teplota Cas Pocet cyklti |
Denaturace 95°C i
Denaturace 95°C 15”
Annealing 57°C 15” x 35
Elongace 72°C 15”
FindIni elongace 72°C 5’
12°C oo

Po skonceni amplifikace a vychlazeni cykleru na 12°C lze vzorky vyjmout a pokracovat dle bodu 8.,
pfipadné je v tomto bodé moZné postup prerusit a PCR zkumavky skladovat v +4°C (do 24 hodin), nebo
-20°C (v fadu tydnu).

8. Mastermix pro druhé kolo PCR ptipravime analogicky bodu 4. dle niZze uvedeného rozpisu:

Objemnal

reakci v pl
PCR H,0 9,5
Primer ApNest-F 10 uM 1




Primer ApNest-R 10 uM 1

2x PCRBIO Taq Mix Red (PCR Biosystems, UK) 12,5

Objem mastermixu na 1 reakci 24

Reakce prvniho kola 1l
Celkovy objem 25 pl

9. Mimo box na pfipravu mastermixu pfidame do jednotlivych PCR zkumavek/stripli odpovidajici
mnozstvi reakce prvniho kola - prvni negativni kontrolu, poté vzorky, pozitivni kontrolu a druhou
negativni kontrolu (v tomto pofadi). Nikdy nesmi byt otevieny dvé PCR zkumavky zadroven — po pfidani
vzorku je nutné jednotlivé zkumavky peclivé uzavrit. Pfed amplifikaci vsechny PCR zkumavky/stripy
centrifugujeme pfi maximalnich otackach 5 s.

10. Amplifikace probiha dle niZze uvedeného teplotniho profilu v cykleru s vyhfivanym vickem (napf.
Biometra TRIO, Analytik Jena; T100/C1000 Thermal Cycler, BioRad).

Teplota Cas Polet cyklti |
Denaturace 95°C i
Denaturace 95°C 15"
Annealing 55°C 15" x 35
Elongace 72°C 15"
Findlni elongace | 72°C 5’
12°C oo

Po skonceni amplifikace a vychlazeni cykleru na 12°C Ize vzorky vyjmout a pokracovat ve vizualizaci
PCR produktu, pfipadné je vtomto bodé mozné postup prerusit a PCR zkumavky skladovat v +4°C (do
24 hodin), nebo -20°C (v fadu tydnu).

Detekce cilové sekvence DNA — elektroforéza
Produkty amplifikace jsou separovano a vizualizovany na 1,5 — 2% agardzovém gelu v 1x TAE pufru
v aparature urcené pro horizontdlni elektroforézu (Lee et al., 2012):

1. odpovidajici mnoZstvi agardzy (1,5 — 2,0 g/100 ml) v kvalité pro molekularni biologii rozvatime
v 1x TAE pufru (40 mM Tris base, 20mM kyselina octova, 1mM EDTA) v mikrovinné troubé a
po vychladnuti doplnime destilovanou vodou na plvodni objem

2. po vychladnuti na cca 50 °C pfiddame 4 pl/100 ml MIDORIGreen Advance (Nippon Genetics,
Germany) a po dukladném promichani nalijeme do formicky, vloZime hreben odpovidajici
poctu a objemu analyzovanych vzorkl a nechame zchladnout a ztuhnout (cca 30 minut)

3. Gel vloZime do aparatury a prelijeme 1xTAE pufrem tak, aby hladina dosahovala 1-2 mm nad
gel, vyjmeme hieben

4. Do jednotlivych jamek pipetujeme 18 ul od kazdého vzorku, v pofadi: prvni negativni kontrola,
velikostni standard, vzorky, volnd jamka, pozitivni kontrola, velikostni standard, druha
negativni kontrola; zavieme aparaturu a nechame probéhnout elektroforézu pfi 1-5 V/cm mezi
elektrodami po dobu nutnou k dostatecné separaci produktd; velikostni standard volime
adekvatné délce PCR produktu (407 nt), napf. 100 bp DNA Ladder (New England Biolabs,
USA/ThermofFisher Scientific, USA)

5. Po skonceni elektroforézy jsou produkty vizualizovany prosvicenim gelu na UV
transluminatoru, obrazovy vysledek zdokumentovan a uloZen do databdze pro dodatecné
vyhodnoceni nebo ovéreni.



6. V pripadé nasledné sekvenace PCR produktl vyfizneme jednotlivé bandy sterilnim skalpelem
tak, abychom minimalizovali mnoZstvi nadbytecné agardzy a premistime je do sterilnich 1,5 ml
zkumavek. Produkty Ize skladovat v +4°C (do 24 hodin), nebo -20°C (v fadu tydn().
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Pozitivnivzorek
Pozitivnivzorek
Negativni kontrola

Pfiprava PCR produktl na sekvenaci
PCR produkty izolujeme z gelu komercnimi kity dle doporuceni vyrobce (napf. QlAquick Gel Extraction
Kit, Qiagen, Germany; Gel / PCR DNA Fragments Extraction Kit, GenaAid Biotech, Taiwan).

Sekvenace

Sekvenace PCR produktll Sangerovym sekvenovanim za pouziti apmifikacnich primerd (ApNest-F a
ApNest-R) mlze byt feSena formou komercéné dostupné sluzby (napt. Seqme, Macrogen Europe) nebo
na pracovisti.

Analyza sekvenacniho vysledku

Ovéreni identity PCR produktu

Chromatogramy (ve formatu .ab1) ziskané sekvenaci obou fetézcl sloZzime do tzv. contigu pomoci
funkce assembly (napf. volné dostupny software BioEdit, pfipadné licencované softwary Geneious,
CLCWorkBench apod.) a editujeme sekvenci tak, abychom ziskali vyslednou sekvenci's vysokou kvalitou
chromatogram (zejména zkratime zacatek a konec sekvenacni reakce, tzv. trim ends).

Vyslednou sekvenci porovndme se sekvencemi dostupnymi v databdazi GenBank za vyuZiti algoritmu
megaBLAST:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blas
thome

S nasledujicimi parametry (ostatni nastaveni zlstava defaultni):

Job Title: kéd/ndzev vzorku
Database: standard databases -> nucleotide collection (nr/nt)
Organims: nevypliiujeme
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Pokud je alespon prvnich pét vysledkll uvedeno jako Anaplasma phagocytophilum s hodnotou ,,Per
Ident” (procentualniidentita analyzované sekvence s uvedenymisekvencemiz databaze GenBank) nad
95 %, povazujeme vzorek za pozitivni na pfitomnost A. phagocytophilum.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Manage Columns *  Show e

@ selectall 100sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results

Max Total Query E Per.

Accession
Score Score  Cover wvalue  Ident

Description

Anaplasma phagocytophilum strain ltalyIRH017411 heat shock protein GroEL (groEL) gene, partial cds 762 752 100% 0.0 Q100.00%f KF031393 1

Anaplasma phagocytophilum isolate turmer heat-shock protein (groESL) gene, _partial cds 752 752 100% 0.0 Q100.00%QJX082323.1

Anaplasma phagocytophilum isolate Muis7w246 heat shock protein (groEL) gene, partial cds 665 665 89% 0.0 99.45% J MN093206.1

< H<H<N<N<]

it
yt
Anaplasma phagocytophilum isolate 13TM heat shock protein (groEL) gene, _partial cds 676 676 89% 0.0 §100.00%§ MN0O93161.1
yt
il

Anaplasma phagocytophilum isolate ZH125TIII68 heat shock protein (groEL) gene, partial cds 647 647 100% 0.0 95.33% | MN093275.1

Zarazeni izolatu A. phagocytophilum do pfislusného ekotypu

Urceni ekotypu konkrétniho izolatu probihd na zakladé procentualni shody analyzovaného Useku genu
GroEL s referenénimi sekvencemi (viz nize). Prvnim krokem jen vytvoreni alignmentu analyzované
sekvence se vsemi nize uvedenymi referencnimi sekvencemi. Pro ekotypy jedna aZ tfi jsou stanoveny
vzdy Ctyri referencni sekvence, pro ekotyp 4 pouze dvé z divodu omezeného poctu sekvenci tohoto
ekotypu dostupného v databazich. Lze vyuzit libovolného volné dostupného online serveru vyuzivajici
algoritmus ClustalW (k dispozici napf. https://www.expasy.org/genomics/sequence alignment).

Referencni sekvence ve formatu fasta, uvedené ,,accession number” odkazuje na podrobné informace
o dané sekvenci v databazi GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a je doplnéné o pfrislusnost
k danému ekotypu:

>AF478562_1
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATCTTAGAAAA
CGTTGCACGGTCTGGAAGACCATTGCTCATCATAGCTGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTTAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGCCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTCGGTGACAGGAGAAAAGACATGCTTGGCGATATT
GCTGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGACATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTACGCATCACAAAAGACGCAACTACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>EU982549 1
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTTCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATCTTAGAAAA
CGTTGCACGGTCTGGAAGACCATTGCTCATCATAGCTGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGCCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTCGGTGACAGGAGAAAAGACATGCTTGGCGATATT
GCTGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGACATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTACGCATCACAAAAGACGCAACTACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KJ832480_1
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GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATCTTAGAAAA
CGTTGCACGGTCTGGAAGACCATTGCTCATCATAGCTGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACACTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGCCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTTGGTGACAGGAGAAAAGACATGCTTGGCGATATT
GCTGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGACATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTACGCATCACAAAAGACGCAACTACTATCATAGGCAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KJ832472_1
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATCTTAGAAAA
CGTTGCACGGTCTGGAAGACCATTGCTCATCATAGCTGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGCCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTTGGTGACAGGAGAAAAGACATGCTTGGCGATATT
GCTGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTACGCATCACAAAAGACGCAACTACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>AF478559 2
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGTAGACCATTGCTTATCATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTCGGTGACAGAAGAAAAGACATGCTAGGCGATATT
GCCGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTGCGCATCACAAAAGACGCAACTACTATTATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>AF478560_2
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTTTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGTAGACCATTGCTTATCATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTCGGTGACAGAAGAAAAGACATGCTAGGCGATATT
GCCGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTGCGCATCACAAAAGACGCAACTACTATTATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KM215259_2
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGTAGACCATTGCTTATCATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTCGGTGACAGAAGAAAAGACATGCTAGGCGATATT
GCCGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATCTTGG

TACTGCTAAGAGCGTGCGCATCACAAAAGACGCAACTACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
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GCAGGAC
>IN005744_2
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTTTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGCAGACCATTGCTCATCATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGCACGCTTGTACTCAATA
AGCTCCGTGGTGGCCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCGCCTGGTTTCGGTGACAGAAGAAAAGACATGCTAGGCGATATT
GCCGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGACGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATCTTGG
TACTGCTAAGAGCGTGCGCATCACAAAAGACGCAACTACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KF383235_3
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTCACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGGAGACCATTGCTCATTATAGCTGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGTACGCTTGTACTTAATA
AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTATAAAGGCACCTGGTTTCGGTGATAGAAGAAAGGACATGCTAGGCGATATT
GCTGTAATAGTGGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGATGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATTTGGG
TACTGCTAAGAGCGTTCGCATTACAAAAGACGCGACTACTATTATCGGTAGTGTTGATAGCAGTTCCGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KF031385_3
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTCACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAAAGCATTCTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGGAGACCATTGCTCATTATAGCGGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGTACGCTTGTACTTAATA
AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCACCTGGTTTCGGTGATAGAAGAAAGGACATGCTAGGCGATATT
GCTGTAATAGTGGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGATGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATTTGGG
TACTGCTAAGAGCGTTCGCATTACAAAAGACGCGACTACTATTATCGGTAGTGTTGATAGCAGTTCCGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KC753762_3
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTCACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTGCAAAGCATTCTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGGAGACCATTGCTCATTATAGCTGAAGACGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGTACGCTTGTACTTAATA
AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCACCTGGTTTCGGTGATAGAAGGAAGGACATGCTAGGCGATATT
GCTGTAATAGTGGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGATGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATTTAGG
TACTGCTAAGAGCGTTCGCATTACAAAAGACGCGACTACTATTATCGGTAGTGTTGATAGCAGTTCCGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>HQ630614_3
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTCACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTGCAAAGCATTCTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGGTCTGGGAGACCATTACTCATTATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAAGCTCTGAGTACGCTTGTACTTAATA

AGCTCCGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTAAAGGCACCTGGTTTCGGTGATAGAAGAAAGGACATGCTAGGCGATATT
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GCTGTAATAGTGGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGATGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATTTGGG
TACTGCTAAGAGCGTTCGCATTACAAAAGACGCAACTACAATTATCGGTAGTGTTGATAGCAGTTCCGAAAGCATAGCTA
GCAGGAC

>JX082323_4
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAGAGCATTTTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGTAGGCCATTGCTCATTATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAGGCTCTGAGCACACTTGTTCTAAATA
AGCTACGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTGAAGGCGCCTGGTTTCGGTGATAGAAGGAAAGACATGCTAGGCGATATT
GCTGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGATGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATTTGGG
TACTGCCAAGAGCGTGCGCATCACTAAAGACGCAACAACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAGAGCATAGCTA
GCAGGAC

>KF031393_4
GTGGAATTTGAAAATCCATACATATTCCTTACTGAAAAGAAGATTAATCTTGTACAGAGCATTTTACCAATATTAGAAAA
CGTTGCGAGAGCTGGTAGGCCATTGCTCATTATAGCTGAAGATGTTGAAGGTGAGGCTCTGAGCACACTTGTTCTAAATA
AGCTACGTGGTGGGCTTCAAGTTGCTGCTGTGAAGGCGCCTGGTTTCGGTGATAGAAGGAAAGACATGCTAGGCGATATT
GCTGTAATAGTAGGCGCTAAGTATGTAGTAAATGATGAGCTTGCTGTTAAGATGGAAGATATCGCTCTAAGCGATTTGGG
TACTGCCAAGAGCGTGCGCATCACTAAAGACGCAACAACTATCATAGGTAGTGTTGATAGCAGTTCTGAGAGCATAGCTA

GCAGGAC

Ze ziskaného alignmentu uréime evoluéni vzdalenost studovaného izolatu od vsech referencnich
sekvenci. Tzv. p-distance je podil poc¢tu rozdilnych nukleotidl (ng) mezi dvéma sekvencemi a celkového
poctu porovnavanych nukleotidd (n); tedy p = (ng/n)*100 udava procentualni odliSnost svou sekvenci.
Kromé manuadlniho vypoctu lze vyuZzit volné dostupnych softwar(, napt. MEGA ("Distance" - "Compute
Pairwise" - model "Nucleotide" vybrat "jukes-kantor" — "Compute").

Izolat povaZzujeme za spolehlivé ptifazeny k uréitému ekotypu, pokud je jeho pfibuznost (tedy 100 — p)
alesporni ke tfem (dvéma u ekotypu 4) referencnim sekvencim vyssi nez 98%.

_ _ . 3 _4|KF031393_4|KF383235_3 |KF031385_3 |KC753762_3 |HQ630614_3
AFa78s62 1| | ) 99,02 , ) 92,14 92,87 92,87 92,63 92,87
EU982549_1 99,02 , 92,14 92,14 92,87 92,87 92,63 92,87
KJ832480_1 99,02 , ) 92,14 92,38 92,38 92,14 92,38
K1832472_1 99,26 99,26 ) 92,38 93,12 93,12 92,87 93,12
AF478559_2 99,75 99,75 98,77
AF478560_2 , | S 99,02
KM215259_2 , 95 N »0
IN005744_2 } 99,02 %0 [N
1X082323 4 | 92,14 92,14 92,14 92,38
KF031393 4 | 92,14 92,14 9,14 92,38
KF3832353 | 92,87 92,87 92,38 93,12 99,51 99,02
KF031385 3 | 92,87 92,87 92,38 93,12 951 I 22
KC753762.3 | 92,63 92,63 92,14 92,87 L 99,02 9,02 N
HQ630614 3| 92,87 9,87 92,38 93,12 b ] 98,03 98,03 98,03

98,03

Srovnani novosti postupl

V soucasné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici se detekci Anaplasma spp.
prikazem pritomnosti DNA umoziujici zafazeni do jednotlivych ekotypu. Dostupné diagnostické testy
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jsou zaloZzeny na principu neptfimé imunofluorescence detekujici 1gG/IgM protilatky. V prvni fazi
infekce (prvni tyden akutni faze onemocnéni) nejsou protilatky detekovatelné, test je nutné opakovat
v odstupu dvou az ¢ty tydn(. Z pfimych testl jsou dostupné sady pro real-time PCR (gPCR), umoziujici
rychlou a sensitivni diagnostiku od prvnich ptiznak( akutni infekce, nicméné neumoznuji rozliseni
genetickych variant s rozdilnym epidemiologickym a zoonotickym potencidlem.

Zasadni novost postupu je v sestaveni referencnich setll sekvenci a jejich vyuZziti pro uzsi specifikaci
jednotlivych izolatl na zakladé parcidlni sekvence genu GroEL. Dosavadni molekuldrné biologické
metody cili na velmi kratké fragmenty (<100 bp) genl 16S nebo msp2 umozZnujici pouze detekci
pozitivnich vzork(. PredloZzend metodika byla ovéfena na Sirokém spektru hostitelskych druh( i
vektord v CR.

Ekonomické aspekty

Zavedeni metodiky v diagnostické laboratofi s jiz zavedenou molekuldrni diagnostikou (PCR)
nevyZaduje investice na implementaci vyse popsanych postupl metodiky ,Molekuldrni detekce
Anaplasma phagocytophilum ze vzork( obratlovcl a klistécich vektor(“.

Zakladni finanéni ndro¢nost materidlu pro zpracovani jednoho vzorku (na zakladé cen platnych v roce
2020) byla stanovena nasledovné:

Cena v K¢
Izolace DNA 100,-
PCR (mastermix) 10,-
Izolace amplikonu z gelu* 20,-
Sekvenace* 180,-
Spotifebni material (plastik, agardza aj.) 50,-
Celkem za 1 vzorek: pozitivni*/negativni 360,-/160,-

Ekonomicky pfinos pro uZivatele metodiky zavisi na vybaveni daného pracovisté, jiz zavedenych
postupech, persondlni kapacité a v neposledni fadé na stanovené cené vysetfeni vzorkd. Vyznamnou
roli bude hrat dostupnost a vyuZiti automatizace (izolatory DNA, pipetovaci roboty apod.) a pocet
vzork( v jednotlivych krocich zpracovavanych paralelné.
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