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Cil metodiky

Z parazitickych prvok& kmene Apicomplexa maji v Ceské republice neoddiskutovatelny vyznam pro
zdravi zvitat a potencialné i ¢lovéka klistaty prenaseni zastupci rodl Babesia a Theileria. Vzhledem
k expanznimu Sifeni nékterych druhi klistat (Modry et al., 2019), ale i kvili téméF neomezenému
pohybu zvifat (zejména psu a koni), doprovazejicich majitele v ramci dovolenych ¢i za sportovnimi
soutéZzemi po celé Evropé, je zdsadni moznost rychlé a pfesné diagnostiky piroplasem, jakoZto plvodct
piroplasmoéz.

Z vice ne? stovky druhd je nutné v CR v&novat pozornost zejména piroplasmam infikujicim psy (Babesia
canis, B. vogeli, B. gibsoni a Theileria annae) (Annoscia et al., 2017; Baneth et al., 2019; Modry et al.,
2019), koné (B. caballi, T. equi) (Bélkova et al., 2020) a volné Zijici zvifata (zoonotické druhy B.
divergens, Babesia sp. EU1, nebo B. capreoli patogenni pro neplvodni hostitele) (Hrazdilova et al.,
2020). Klinicky obraz infekci je nasledkem c¢asto masivniho napadeni erytrocytl (pripadné lymfocyt()
a nespecifické priznaky jako horecka, apatie a anorexie jsou doprovazeny hemolytickou anémii
s potencidlné fatalnimi nasledky. Rychla a presna diagnostika véetné druhového rozliseni piroplasem
umoziuje okamzité nasazeni adekvatni Iécby a minimalizaci ekonomickych dopadl v chovech
domadcich i hospodaiskych zvirat.

Soucasna diagnostika je postavena zejména na primém mikroskopickém prikazu parazita v krevnim
natéru barveném podle Giemsy. Timto zplsobem Ize pouze rozlisit piroplasmy dle velikosti (tzv. ,malé”
a ,velké”), u chronickych infekci je navic nedostatecna sensitivita a mikroskopickd detekce je
neprikazna. Testy detekujici IgM/1gG protilatky je mozné pouzit nejdfive 10-14 dni po infekci, navic
bez druhové specifity (kfizové reakce), takZze nejsou vhodné k uréeni presné diagndzy v pocatecni,
akutni fazi infekce ani ke specifikaci pivodce chronické infekce. Vyuziti serologickych testl je navic
problematické u nedomacich zvitat. Jako diagnosticky standard s dostatecnou sensitivitou umoznujici
presné druhové zarazeni je doporucovana detekce DNA metodou PCR (idedlné nestedPCR) (Lempereur
et al., 2017). Soucasné dostupna komercni PCR diagnostika se zaméruje témér vyhradné na babézie
infikujici psy; ostatni skupiny, véetné zoonotickych druh, jsou opomijeny.

Cilem predkladané metodiky je umozZnit rychlou detekci pfitomnosti nukleové kyseliny piroplasem (18S
rRNA genu) ve vzorcich plné krve/tkané Sirokého spektra hostitell i vektor( (psi, koné, skot, ovce, kozy,
aj.) a po sekvenaci produktu i jejich presné druhové zarazeni. V pripadé blizce pribuznych druhd (napft.
B. divergens a B. capreoli), kdy je rozliSeni na zdkladé sekvence 18S rRNA genu nemozné, je soucasti
metodiky druhova specifikace na zdkladé amplifikace a sekvenace mitochondridlniho genu
podjednotky 1 cytochrom c oxidazy (Cox1). Diky sensitivité predkladané metodiky je tato vhodna i k
monitoringu efektivnosti Iécby, kdy opakovany screening vzork( nékolik tydnd po ukonceni lécby
umozZiuje potvrdit eliminaci patogena z organizmu. Metodika vyuZivd bézné vybaveni molekularné-
diagnostické laboratore a jeji vyuziti tak neni vdzano na vstupni investice. Pfedkladana metodika je
v souladu v doporucenimi pro ptrimou detekci Babesia spp. a Theileria spp. pro diagnostické a
epidemiologické ucely z roku 2017 (Lempereur et al., 2017).



Uvod

Krevni prvoci rodd Babesia a Theileria jsou intracelularni jednobunédni parazité, jejichZ definitivnim
hostitelem jsou rdzné druhy klistat z Celedi klistatoviti (Ixodidae). V krevnich burikdch obratlovci
(erytrocyty v pfipadé babesii, lymfocyty v ptipadé theilerii) probihd jejich nepohlavni rozmnozovani.
Po trypanosomach jsou povaZovani za druhého nejcastéjsiho krevniho parazita savcll (Schnittger et al.,
2012). Klinicky prabéh infekce domacich, hospodarskych i volné Zijicich zvifat zavisi na véku,
imunologickém stavu, koinfekcich a/nebo genetickych faktorech daného jedince. K obecnym
pfiznaklm akutni piroplazmézy patii horecka, anémie, hemoglubinurie, letargie, anorexie, malatnost;
chronické infekce probihaji ¢asto bezpriznakové. Nékteré z druhli maji zoonoticky potencial, v severni
Americe zejména B. microti, v Evropé pak B. divergens a Babesia sp. EU1 (syn. B. venatorum) (Krause,
2019).

Babeziéza pst byla v CR doneddvna onemocnénim exotickym, vyhradné importovanym. Nedavny
popis autochtonni nakazy psa z jizni Moravy (Kfivankova et al., 2018), detekce B. gibsoni (Mitkova et
al., 2017) a zmény rozsifeni prenasecd (Modry et al., 2019) ukazuji, Ze je potieba s touto ndkazou
pocitat nejen u psu cestujicich z endemickych oblasti vyskytu. Pvodcem onemocnéni mohou byt
babézie mikroskopicky rozlisitelné na tzv. velké (cca 5 x 2,5 um; B. canis a B. vogeli) a malé (1,5 x 2 um,
T.annae, B. gibsoni) (Solano-Gallego et al., 2016). Babesia canis je vazana na vyskyt prenasece pijaka
luzniho, Dermacentor reticulatus, jeho? aredl vyskytu zasahuje jiz vyznamnou ¢ast CR (Modry et al.,
2019). Babesia vogeli prenasena klistaty komplexu Rhipicephalus sanguineus s.l. je ndkazou typickou
spiSe pro jizni ¢ast Evropy, ale nejen vzhledem k rozmachu cestovani nelze jeji vyskyt v CR vylougit. Za
prenasece B. gibsoni je také povaZovan R. sanguineus, nicméné se tento prvok vyskytuje i v zemich R.
sanguineus-prostych (napf. Némecko, Slovensko), kde k pfenosu dochdazi mj. pokousdnim, a jeho
vyskyt v CR byl jiZ také zaznamenan u importovanych psd (Mitkova et al., 2017). Poslednim druhem je
taxonomicky neukotvend Theileria annae (Babesia "Spanish dog isolate", Babesia "microti-like",
"Babesia (Theileria) annae", Babesia cf. microti, Babesia vulpes) (Baneth et al., 2019), pfibuzna B.
microti, zodpovédna za vazné klinické onemocnéni v nékterych &astech Evropy, jako Spanélsko,
Portugalsko nebo Chorvatsko (Nayyar Ghauri et al., 2019). Jejim rezervoarem jsou zejména lisky,
predpokladanym vektorem klistata rodu Ixodes, pfipadné D. reticulatus a R. sanguineus a proto lze
vyskyt této babézie predpokladat i na zemi CR.

Piroplazméza koni je rozsitend celosvétové, s vyjimkou nékolika zemi (napf. Australie, Kanada,
Japonsko). Plvodcem jsou dva druhy piroplasem, Theileria equi a Babesia caballi, pfenasené klistaty
rodl Riphicephalus, Dermacentor a Hyalomma; mimo to je mozny i iatrogenni a u T. equi i
transplacentarni prenos (Onyiche et al., 2019). B. caballi napada prfimo erytrocyty, T.equi v prvni fazi
lymfocyty, nasledné teprve erytrocyty. Ceska republika byla povaZovdna za prostou této nakazy,
nicméné neddvna studie prokdazala autochtonni ndkazu (i koinfekci obéma piroplasmami) jak
sérologicky, tak pfimym prikazem DNA u nékolika koni (Bélkova et al., 2020). Vzhledem k intenzité
prepravy koni a etnym ndlezdm kli$téte D. reticulatus na Uzemi Ceské republiky se riziko vzniku
pfipadného ohniska nakazy zvysuje.

Vysoce opomijenou skupinou jsou piroplasmy volné Zijicich zvifat, z nichZ nékteré jsou prokazatelné
zoonotické (Krause, 2019; Young et al., 2019), jiné mohou zpUsobit fatalni onemocnéni pfi nakaze
neptvodnich druhd. VCR jsou vyznamnym rezervodrem nékolika druhd piroplasem volné Zijici
prezvykavci (zejména jeleni a srnci). Na Gzemi CR jsou popsany ¢tyfi blizce p¥ibuzné druhy, viechny
prenasené klistétem Ixodes ricinus (Hrazdilova et al., 2020). B. divergens je nejvyznamnéjsim z nich, je
jak plivodcem babezidzy skotu zplsobujici vyznamné ekonomické ztraty, tak druhem se zoonotickym



potencidlem (Zintl et al., 2003). V CR nebyly pfipady babeziézy u skotu ani u ¢lovéka v poslednich
desetiletich zaznamenany, ale vyskyt B. divergens u >40% jelent v CR nelze ignorovat. Klinické pfipady
lidské babezidzy zplsobené druhem Babesia sp. EU1 (syn. B. venatorum) byly reportovany z nékolika
Evropskych zemi mj. v Némecku a Rakousku. Babeziéza mlze mit aZ fatalni pribéh, zejména u
imunosuprimovanych, splenektomizovaych jedincl. Vzhledem k moZnosti prenosu infekce nejen
klistaty, ale i transfuzi ¢i pfi manipulaci s infikovanymi zvitaty nelze tyto prvoky v CR ignorovat (Young
et al., 2019). B. capreoli je v CR vlastni zejména srnciim, pro ostatni zvifeci hostitele (napf. na farméch
chované soby) je potencialné fatalni (Malandrin et al., 2010). Posledni je taxonomicky nepopsany druh
Babesia ,deer-clade”, o jehoZ patogenité pro zvifata i ¢lovéka Ize pouze spekulovat (Hrazdilova et al.,
2020).

Pfesna diferencialni diagnostika plvodce klinické piroplazmdzy/babezidzy je zasadni z hlediska volby
vCasné a spravné terapie. RozSifend mikroskopickd diagnostika je beze sporu nedostacujici, presné
druhové zarazeni umoznuje detekce DNA piroplasem s ndslednou sekvenaci. VSechny vyse zminéné
druhy s potencialnim vyskytem v CR Ize detekovat univerzalni a sensitivni metodou nestedPCR cilici na
Cast 18S rRNA genu. Pouze v pfipadé blizce pfibuznych druh(l (B. divergens a B. capreoli) je vhodné
doplnit analyzu o sekvenaci genu podjednotky 1 cytochrome c oxiddzy umoznujici spolehlivé druhové
zarazeni.

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 materidlu

Vzorky zvirat

Pro diagnostické Ucely je odebirana periferni krev do plastovych 10 ml zkumavek s antikoagulantem
K3EDTA. Je tfeba dodrZet maximalni hladinu krve oznacenou ryskou na zkumavce. Ihned po odbéru je
krev ve zkumavce nutné dikladné promichat s antikoagulantem, uchovavat pfi +4°C a zpracovat
bezprostiedné po doruceni do laboratofe nebo skladovat pfi -20°C do izolace DNA (je tfeba
minimalizovat pocet cyklG zmraZeni/rozmrazeni).

Pro izolaci DNA z pIné krve je tfeba cca 200 pl krve (v zavislosti na konkrétnim pouZzitém izola¢nim
postupu; viz nize). V pfipadé, Ze neni mozné odebrat periferni krev (zejména u kadavernich vzorka),
Ize jako alternativni material pouZit vzorek sleziny, pfipadné jater. Sterilné odebranou tkan lze pred
izolaci DNA uchovdvat v -20°C.



Vzorky klistat
Vzorky klistat Ize kratkodobé (do 48 hodin) skladovat v +4°C, jinak je vloZime do 270% 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 (filtracni papir, petriho miska apod.) ndsledované izolaci DNA

lzolace DNA

Z krve

Izolaci celkové DNA z krve Ize provadét komercné dostupnymi kity jak manudalné tak automaticky. Pfi
izolaci je potrfeba dodrzet ndvod vyrobce konkrétniho kitu. Lze pouZzit kterykoli z nize doporucenych
kitl, pripadné adekvatni alternativu (kvalitu extrakce je nutné ovéfit na paralelni izolaci a nasledné
detekci A. phagocyptohilum 20 pozitivnich a 10 negativnich vzork( a vysledky porovnat s jednim z
nize doporucenych kita).

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

PNV R WNPRE

Z klistat/tkané

Izolaci celkové DNA z klistat ¢i tkané Ize provadét nize doporucenymi komeréné dostupnymi kity jak
manualné tak automaticky. Pfi izolaci je potfeba dodrzet ndvod vyrobce konkrétniho kitu. Lze pouzit
kterykoli z nize doporucéenych kitd, pfipadné adekvatni alternativu (kvalitu extrakce je nutné ovérit na
paralelni izolaci a nasledné detekci Babesia/Theileria spp. 20 pozitivnich a 10 negativnich vzork( a
vysledky porovnat s jednim z nize doporucenych kit(l). Je nutné zajistit adekvatni mechanické naruseni
vzorku pro usnadnéni lyzac¢niho kroku. V pfipadé vzorkd jedinch nedospélych stadii klistat (nymf) se
pro izolaci pouzZije cely vzorek; za pouZiti sterilniho skalpelu a sterilni petriho misky (¢i adekvatni
alternativy) je potfeba vzorek pred prvnim, lyzaénim krokem mechanicky rozmélnit. V pfipadé
dospélct 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
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Detekce cilové sekvence DNA — nested PCR

Pro detekci DNA piroplasem byl vybran usek genu 18s rRNA, ktery je dostatecné konzervovany,
umoziujici navrzeni dvou sad primerd pro nested PCR obklopujici variabilni Usek pro blizsi
charakterizaci izolatu. Amplifikovany usek cca 550-590 bp (~550 bp pro vSechny druhy babézii, ~580
bp pro T. equi a ~590 bp pro T. annae) je pfijatelné kratky, aby byl snadno amplifikovatelny a tim
vhodny pro diagnostické Ucely, ale zaroveri variabilni, aby umoznil zafazeni do pfislusného rodu/druhu.
V soucasné dobé je dostupny dostatecny pocet (>100 000) sekvenci 18S rRNA genu Sirokého spektra
piroplasem umoznujici jejich zafazeni do rod(, pfipadné druhl (viz. niZze). Pro spolehlivé rozliseni druhl
s nizkou variabilitou 18S rRNA genu (napf¥. B. divergens a B. capreoli jsou >99% identické) je doporucena
naslednd amplifikace a sekvenace Cox1.

Varianta nested PCR (tedy dvoukrokové amplifikace pomoci dvou setll primer() je zvolena z divodu
vysoké sensitivity i specificity.

Sekvence primer( pro detekci 18S rDNA piroplasem

Nazev Sekvence 5 - 3‘ Délka produktu | Reference

BTH-F CCTGMGARACGGCTACCACATCT (Criado-Fornelio
BTH-R TTGCGACCATACTCCCCCCA ~680 nt et al., 2003)

GF2 GTCTTGTAATTGGAATGATGG .

GR2 CCAAAGACTTTGATTTCTCTC ~>60-530 nt (Zintl et l., 2011)

Sekvence primerU pro detekci Cox1 piroplasem

Nazev Sekvence 5 - 3¢ Délka produktu | Reference
BaForl ATWGGATTYTATATGAGTAT 1250 nt

BaRevl TCTCTWCATGGWTTAATTATGATAT (Hrazdilova et al.,
BaFor2 ATAATCWGGWATYCTCCTTGG 975 nt 2020)

BaRev2 TAGCTCCAATTGAHARWACAAAGTG

Kontroly PCR

Pro kazdou sadu testovanych DNA se pouZivaji dvé negativni kontroly. Prvni slouzi ke kontrole Cistoty
pouZzitych reagencii, druha ke kontrole pracovniho postupu. Pro kazdou sadu testovanych vzorkd se
pouziva jedna pozitivni kontrola obsahujici sekvenacné potvrzenou DNA Babesia sp..

Priprava reakéni smési a amplifikace
1. Reakéni smés se pfipravuje vidy Cerstva v boxu dekontaminovaném UV zafenim po dobu 10 minut;
templat (vzorek i reakce prvniho kola) se ptidava mimo prostory pro pfipravu mastermixu.

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

4. Dle poctu analyzovanych vzork( (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.



Objemnal
reakci v pl
PCR H;0 4
Primer BTH-F 10 uM 0,75
Primer BTH-R 10 10 uM 0,75
2x PCRBIO Taq 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 pfiddme do jednotlivych PCR zkumavek/stript odpovidajici
mnozstvi vzorkl, pozitivni kontroly a PCR vodu do druhé negativni kontroly (v tomto poradi). Nikdy
nesmi byt otevieny dvé PCR zkumavky zaroven — 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).

18S rDNA Teplota Cas Polet cyklti |
Denaturace 95°C i
Denaturace 95°C 15"
Annealing 60°C 15" x 35
Elongace 72°C 15"
Findlni elongace 72°C 5’

12°C oo
Cox1 Teplota Cas Pocet cykld
Denaturace 95°C i
Denaturace 95°C 15”
Annealing 45°C 15” x 35
Elongace 72°C i
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 vtomto 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 niZe uvedeného rozpisu:

Objemna 1
reakci v pl
PCR H,0 9,5
Primer GF2 10 uM 1
Primer GR2 10 uM 1
2x PCRBIO Taq Mix Red (PCR Biosystems, UK) 12,5
Objem mastermixu na 1 reakci 24
Reakce prvniho kola 1ul
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 poradi). 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 nize uvedeného teplotniho profilu v cykleru s vyhfivanym vickem (napf.
Biometra TRIO, Analytik Jena; T100/C1000 Thermal Cycler, BioRad).

18S rDNA Teplota Cas Pocet cyklti |
Denaturace 95°C iy
Denaturace 95°C 15”
Annealing 50°C 15" x 35
Elongace 72°C 15"
Findlni elongace | 72°C 5’

12°C oo
Cox1 Teplota Cas Pocet cykld
Denaturace 95°C i
Denaturace 95°C 15”
Annealing 49°C 15" x 35
Elongace 72°C 1
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, ptipadné je vtomto bodé mozné postup prerusit a PCR zkumavky skladovat v +4°C (do
24 hodin), nebo -20°C (v fadu tydna).

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

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



2. po vychladnuti na cca 50 °C ptiddame 4 pl/100 ml MIDORIGreen Advance (Nippon Genetics,
Germany) a po didkladném promichani nalijeme do formicky, vloZzime hfeben odpovidajici
poctu a objemu analyzovanych vzork( 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 hreben

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 (561 nt/975 nt), napf. 100 bp DNA Ladder (New England
Biolabs, USA/ThermoFisher Scientific, USA)

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

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

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

Sekvenace

Sekvenace PCR produktl Sangerovym sekvenovanim za pouZiti apmifikacnich primerl (GF2 a
GR2/BaFor2 a BaRev2) muize byt fesena formou komeréné dostupné sluzby (napf. 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
chromatogrami (zejména zkratime zacatek a konec sekvenacni reakce, tzv. trim ends).

Vyslednou sekvenci porovndme se sekvencemi dostupnymi v databazi 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 zlistava defaultni):

Job Title: kéd/néazev vzorku
Database: standard databases -> nucleotide collection (nr/nt)
Organims: nevypliujeme
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Manage Columns ' Show (2]
selectall 100sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results
o Max | Total Query E Per. -
D: f A
SRR Score Score Cover value Ident Feession
esia vulpes isolate MOS-1 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence 1009 1009 §100% | 0.0 J99.64%) MT509981.1

microti isolate FF11 183 ribosomal RN, partial 1009 1009 §100% | 00 J99.64%) KYBI3667 1

microti isolate 322 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 §100% | 00 §99.64% | KyY246306 1

microti isolate Dr27 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 §100% | 0.0 J99.64% | Ky447297 1

Babesia annas isolate Fox 129 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 §100% | 0.0 J99.64% | Ky486299.1
3/00349 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 100% 0.0 99.64% KI223483.1
18S ribosomal RNA gene partial sequence 1009 1009 100% 0.0 99.64% KI580785.1

Babesia vulpes isc

Babesia annae clone

Babesia sp_JH-2014 isolate 14C/14 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 1009 1009 100% 00 99.64% KP216411.1

microti isolate fox5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 100% 00 9964% KM1159721

microti isolate fox1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 100% 00 9964% KM115968 1

(< N<E<NN<NN<N<Q<N<]

Theileria annae isolate Fox-Theil1 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 1009 1009 100% 00 9964% HM212628 1

Druhové zarazeni izolatu piroplasem

U vétsiny druh( Ize druhové zarazeni provést na zakladé vysledkll porovnani ziskané sekvence éasti
18S rRNA genu s verejné dostupnou databdzi GenBank. V ptipadé, Ze je pét prvnich nalezenych
sekvenci se 100% pokrytim analyzovaného Useku (tzv. Query cover) identickych s izolatem >98% (tzv.
Per Ident), pak Ize dany izolat povaZovat za dany druh. Vyjimkou je Babesia sp. deer clade, kde postacuji
tfi prvni vysledky, z divodu novosti druhu a nedostatku 18S rRNA sekvenci v databazi. Vzhledem
k nizké variabilité (<1%) genu 18S rRNA druhl B. divergens, B. capreoli a Babesia sp. deer clade,
doporucujeme potvrdit druhovou prislusnost sekvenaci Gseku genu Cox1 s ndslednou BLAST analyzou
(viz. Vyse) se stejnymi parametry druhového zarazeni (Query cover 100%, Per Ident >98%).

Vzhledem k taxonomické nejednotnosti uvadime mozna synonyma jednotlivych druh:

Druh Délka amplikonu | synonyma
18S rRNA

Babesia canis ~550 nt Babesia canis canis
Babesia vogeli ~550 nt Babesia canis vogeli
Babesia gibsoni ~550 nt
Theileria annae ~590 nt Babesia annae, Babesia vulpes, Babesia cf. microti,

Babesia sp. 'spanish dog'
Babesia caballi ~550 nt
Theileria equi ~580 nt Babesia equi
Babesia divergens ~550 nt
Babesia capreoli ~550 nt
Babesia sp. EU1 ~550 nt Babesia sp. 'venatorum’
Bebasia sp. deer clade | ~550 nt Babesia cf. odocoilei

Srovnani novosti postupl

V soucasné dobé neni v CR k dispozici dostupnd metodika zabyvajici se druhovym zafazenim
piroplasem na zakladé sekvenacni analyzy. Bézné vyuzivana mikroskopicka diagnostika umoziuje
rozliSeni pouze dvou kategorii, tzv. velkych a malych piroplasem. Testy detekujici IgM/IgG protilatky je
mozZné pouzit nejdfive 10-14 dnl po infekci, navic bez druhové specifity (nebezpeci kfizové reakce),
takZe nejsou vhodné kurceni presné diagndzy v pocatecni, akutni fazi infekce ani ke specifikaci
plGvodce chronické infekce. Soucasné dostupna komercni PCR diagnostika se zaméruje témér vyhradné
na babézie infikujici psy.
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Zasadni novost postupu je dostupna a rychla diagnostika s pfesnym druhovym zarazenim na zakladé
sekvencni podobnosti dvou gend, jaderného genu 18S rRNA a mitochondridlniho Cox1 a ve stanoveni
jasnych kritérii na zdkladné sekvencéni shody. Pfedlozena metodika byla ovérena na Sirokém spektru
hostitelskych druh@ i vektora v CR.

Ekonomické aspekty

Zavedeni metodiky v diagnostické laboratofi s jiz zavedenou molekularni diagnostikou (PCR)
nevyZaduje investice na implementaci vySe popsanych postupl metodiky ,,Molekularni detekce a
druhové zarazeni piroplasem®.

Zakladni finanéni ndro¢nost materialu 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,-
Spotiebni 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, personalni kapacité a v neposledni fradé na stanovené cené vysetreni vzorkl. Vyznamnou
roli bude hrat dostupnost a vyuZiti automatizace (izolatory DNA, pipetovaci roboty apod.) a pocet
vzorku v jednotlivych krocich zpracovavanych paralelné.
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