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1. Uvod

Bakterie rodu Brucella predstavuji vyznamné zoonotické patogeny obratlovci,
zejména savcu. Bruceléza je jednou z nejvice celosvétové rozsSifenych, Casto
opomijenych zoondz a v poslednich letech jeji incidence roste. Brucella microti patfi
k tzv. ,atypickym“ druhim, které vykazuji nestandartni fenotypové vlastnosti. B. microti
byla poprvé izolovana z hrabosu polnich (Microtus arvalis) v Ceské republice v roce
2001 (Hubalek a kol. 2007). Byla popsana jako novy druh v ramci rodu Brucella na
zakladé komplexni fenotypové a molekularni analyzy. Vykazuje vysokou enzymatickou
aktivitu a metabolické schopnosti, které nebyly pozorovany u jinych druht. Ma
jedine€né genetické markery a nékolik kopii inzerCni sekvence 1S711 (Scholz,
Hubalek, Sedlacek, a kol. 2008). Navic je znama svou schopnosti pfetrvavat v pudé
(Scholz, Hubalek, Nesvadbova a kol. 2008). Rénai a kol. (2015) poprvé izolovali B.
microti z divoCaka v Madarsku pobliz rakouskych hranic. V roce 2023 byla uvefejnéna
studie zabyvajici se prvnim pfipadem infekce B. microti u ¢lovéka, ktery byl nakazen
po pokousani infikovanym hrabosem. Diagn6ézu komplikovala pocate¢ni chybna
identifikace patogenu jako Ochrobactrum intermedium (Hubalek a kol. 2023).
Potencialni riziko infekce zplsobené B. microti hrozi zemédélcim, farmaram,
lesnikim, & myslivcim ale také tém, co se s témito zvifaty dostanou do styku
(veterinafi, zoologové). Toto onemocnéni se navic obtizné diagnostikuje vzhledem k
nespecifickym pfiznaklim charakteristickych i pro rlizna dalS§i onemocnéni.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku

Cilem vyvoje funkéniho vzorku gPCR BRUCident je jednoznacné detekovat a rozlisit
druh B. microti od ostatnich druht rodu Brucella, které jsou si vzajemné geneticky
velmi podobné, a to spolehlivou a finanéné i Casové dostupnou metodou.
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3. Popis funkéniho vzorku
3.1 Metodika funkéniho vzorku

Metoda real-time PCR je zaloZena na pfimé kvantifikaci sekvence B. microti v realném
Case. Pro detekci bakterie jsme navrhli nové sekvence oligonukleotidd — primerQ a to
Bruc2F a Bruc2R, z nichz jeden jsme zaméfili uvnitf 12 kb inzeréniho fragmentu,
specifického pouze pro druh B. microti. Pfesna sekvence primeru je soucasti know-
how pracovisté. Vyvinuta souprava bude zafazena do produktového portfolia Centra
aplikované zoologie Ustavu biologie obratlovcd AVCR.

Po izolaci celogenomové DNA B. microti (typovy kmen CCM 4915T) pomoci QlAamp
DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Némecko) byl nové navrzeny par primerd nejdfive
testovan metodou konvenéni PCR pro nalezeni vhodnych podminek. Poté byla
provedena gPCR reakce s pouzitim 2x SsoAdvanced Universal SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad) v objemu 10 ul reakéni smési (Tab.1) za podminek v Tab.2.

Tab.1 Reakéni mix pro gPCR BRUCident.

objem/reakce finalni koncentrace
2x SsoAdvanced Universal SYBR® Green 5ul 1x
Supermix (Bio-Rad)
primery Bruc2F + Bruc2R 0,5 ul Pomér primerd 1:1 v cilové
koncentraci 10uM
voda 3,5 ul
templatovd DNA 1ul
celkovy reakcni objem 10 ul

Tab.2 Reakéni podminky real-time PCR s ndslednou analyzou krivky tdni.

krok cas teplota

Inicialni denaturace 3 min 95°C

cyklus

denaturace 15s 95 °C

annealing 20s 58 °C

extenze 20s 72°C

pocet cykll 40

meltingova analyza 0,05 s 60 °C + plate read
0,5s 95°C

Analyzy byly provadény na pfistroji CFX Opus 96 (Bio-Rad), s naslednou analyzou
kifivek tani (Obr. 1b) pro ovéreni specificity reakce tj. pfitomnosti pouze jednoho
produktu.

Jako pozitivni kontrola byla pouZzita DNA izolovana z bakterialni kultury B. microti
(typovy kmen CCM 49157), ze které byla nasledné pomoci desitkové fedici fady
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vygenerovana standardni kfivka (Obr. 1a). Z této je nasledné stanovena efektivita
reakce E, ktera by méla byt 90-105 % a linearita reakce R? odrazejici reproducibilitu
dat (idealné rovna 1). Jako negativni kontrola, reakce bez templatu, byla pouZzita PCR
voda bez nukleaz. VSechny vzorky byly analyzovany v technickych duplikatech.

Obr. 1. Standardni kfivka B. microti v desitkovém Fedéni 10° — 10” (a) a ovéfeni specifity
reakce pritomnosti jednoho piku, tzn. jedné cilové sekvence u kfivky tani (b).

a) amplifikacni kfivky b) melt peak
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3.2. Validace funkéniho vzorku

Nové navrzeny par primerl jsme otestovali na vzorcich izolovanych z tkani (sleziny a
ledviny) pozitivné testovanych hlodavct druhu M. arvalis. Vzorky byly plavodné
testovany konvencni PCR dle prace Scholz a kol.(2008). VSechny smésné vzorky byly
testovany nami navrzenymi primery pozitivné na druh B. microti v rozmezi Cq hodnot
24 — 33,4. U negativni kontroly byla detekovana hodnota N/A. Efektivita reakce (E)
byla spoctena ze standardni kfivky a dosahuje hodnoty 98 %, linearita dat R?=0,998.

4. Srovnani novosti postupti
Test detekce B. microti metodou real-time RT PCR neni podle informaci autort v

soucasné dobé zaveden.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Diagnosticka souprava qPCR BRUCident je zafazena do produktového portfolia
Centra aplikované zoologie pii UBO AV CR a je laické i odborné vefejnosti nabizena
pod kat. €. gqPCRO006. Je mozné si ji zakoupit nebo poptat formou sluzby. Diagnosticka
souprava je v sou€asnosti vyuzivana pro molekularni surveillance tkani hlodavci na
pfitomnost B. microti. V budoucnosti by souprava mohla najit uplatnéni pfi diagnostice
horecek neznamého plvodu u lidi, ktefi jsou v kontaktu s volné Zijicimi hlodavci (napf.
zemédélci, lesnici, veterinafi, zoologové nebo pracovnici deratizacnich firem).
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6. Ekonomické aspekty
V soucCasné dobé nelze ekonomické aspekty odhadnout.
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