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Uvedeni problému a cil metodiky

Metodika je zaméfena na zavedeni molekuldrné-biologickych metod do detekénich
programu bakterialnich patogent u laboratornich hlodavci.

Laboratorni hlodavci, zejména mysi a potkani, pfedstavuji nejéastéji vyuzivané modelové
organismy v biomedicinském vyzkumu. Jejich zdravotni stav ma zésadni vliv nejen na
welfare zvitat, ale také na validitu, reprodukovatelnost a interpretaci experimentalnich
vysledkii. Pritomnost infek¢nich agens je Casto subklinicka, presto vSak mlze vyznamné
ovlivitovat fyziologické, imunologické a patologické parametry a tim zkreslovat vysledky
vyzkumu (Jacoby a Lindsey, 1998). Z téchto divodi jsou systematické programy
zdravotniho monitoringu nedilnou soucésti systému zajiSténi kvality v chovnych i
experimentalnich zafizenich.

Evropska federace pro laboratorni zvirata (FELASA, Federation of European Laboratory
Animal Science Associations) vydava doporuceni pro zdravotni monitoring hlodavct s
cilem harmonizovat sledovani infek¢nich patogenii napti¢ evropskymi pracovisti. FELASA
identifikuje soubor virovych, bakteridlnich a parazitarnich agens, jejichz pfitomnost miize
negativné ovlivnit zdravotni stav zvifat a vysledky experimentl, a doporucuje jejich
pravidelné sledovani vhodnymi diagnostickymi metodami (Mahler a kol., 2014). Mezi
sledované bakterie patii mimo jiné i Mycoplasma spp., které jsou povazovany za vyznamné
oportunni patogeny laboratornich hlodavci.

Mycoplasma pulmonis je puvodcem murinni respiratni mykoplazmoézy a patii mezi
nejcastéji se vyskytujici infekéni agens u laboratornich potkant a mysi, zejména v chovech
s nedostateénym hygienickym zabezpecenim. Infekce mé casto chronicky a subklinicky
pribéh, avSak mlze vést k postiZzeni dychaciho aparatu, stfedniho ucha i reprodukéniho
systému, ke snizeni fertility a ke zménam imunologickych a hematologickych parametri
(Davis a kol., 1991; Dedk a kol., 2025). Tyto zmény mohou vyznamné interferovat s
experimentalnimi modely, zejména v oblasti imunologie, respiracni fyziologie a zanétlivych
procesti, coz zduraziiuje pottebu citlivé a vCasné detekce tohoto patogenu v ramci
zdravotniho monitoringu. V modernim sledovani jsou uvadény rozdilné miry prevalence,
pric¢emz néktera zatizeni hlasi detekci M. pulmonis u 1,8-8,9 % testovanych zvirat (Na et
al., 2010).

V soucasné dobé se pro monitoring bakterialnich onemocnéni vyuzivaji hlavné metody
kultivacni. AvSak zavadéni molekuldrné-biologickych metod pifinasi velkou sporu Casu a
financi a s velkou citlivosti zachycuji onemocnéni. Takovou metodou je napiiklad real-time
PCR, ktera umoznuje neinvazivni zdravotni kontroly u zivych zvifat (bez usmrceni a
nasledné pitvy) z exkrementll nebo bukélnich stéri. Avsak tato metoda cili pouze na
vyzkumnéa pracovist€¢ disponujici kvalitnim pfistrojovym vybavenim a pracovisté s
technickym a znalostnim z4dzemim nezbytnym pro aplikaci modernich postupli. Tato
metodika nabizi vyuziti dal$i molekularni metody, ktera je vyuzitelnd v prostfedi bez
nakladnych pfistroju s nekvalifikovanym personalem.
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LAMP:

Metoda Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) je izotermickd amplifikacni
technika urcend k rychlé a vysoce specifické detekci nukleovych kyselin. Na rozdil od
polymerazové fetézové reakce (PCR) probiha pii konstantni teploté, ¢imz odpada nutnost
teplotniho cyklovani a pouziti slozitého laboratorniho vybaveni. Diky vysoké citlivosti,
kratké dob¢ analyzy a jednoduché interpretaci vysledkl je metoda LAMP vhodna zejména
pro diagnostiku v terénnich a nizkonakladovych podminkéach (Notomi a kol., 2000).

Ve srovnani s metodami PCR dosahuje LAMP obdobné nebo vyssi citlivosti a specificity
pfi vyrazné krat§i dob& amplifikace. Vysledky reakce lze detekovat riznymi vizualnimi ¢i
fluorescencnimi zpisoby, ¢asto bez nutnosti elektroforetické analyzy, coz dale zvySuje jeji
praktickou vyuzitelnost (Foo a kol., 2020).

Zakladem reakce LAMP je sada Ctyt az Sesti specifickych oligonukleotidovych primerd,
které rozpoznavaji n¢kolik odliSnych oblasti cilové sekvence, spolecné s DNA-dependentni
DNA polymeréazou s vytésiiovaci aktivitou, nejcastéji Bst DNA polymerdzou izolovanou z
Bacillus stearothermophilus. Pouziti této polymerdzy umoznuje kontinudlni syntézu DNA
bez nutnosti denatura¢niho kroku (Soroka a kol., 2021)

Kli¢ovym faktorem tispé$nosti metody LAMP je spravny navrh primert, ktery musi spliiovat
pozadavky na jejich vzajemné uspotadani, teploty tani, stabilitu koncovych sekvenci,
vyvazeny obsah GC parti a minimalizaci tvorby sekundarnich struktur. NedodrZeni téchto
parametrii mize vést ke snizeni specificity nebo ke vzniku nespecifickych amplifika¢nich
produktt (Yang a kol., 2024).

Cilem metodiky je uvést presny metodicky ndavod pro odbér vzorkii, izolaci DNA, provedeni
LAMP analyzy a vyhodnoceni u bakterie Mycoplasma pulmonis u laboratornich
hlodavcit.
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Vlastni popis metodiky

Uvod

LAMP metoda spociva v syntéze pomoci nahrazovani templatového vlakna DNA za vyuziti
polymerazy s vysokou schopnosti vytésiiovat templatové vldkno a zdroven syntetizovat
vlakno nové (Notomi a kol., 2000). V pocatecni fazi reakce jsou vyuzivany jak vnéjsi (F3,
B3), tak vnitini primery (FIP, BIP), pozd¢ji dochazi k syntéze pouze za pomoci vnitinich
primeri. Déle byly vyuzity i loop primery (LF, LB), které slouzi k zrychleni reakce a zvysuji
specificitu (Nagamine a kol., 2002).

Metodika je zaloZzena na prikazu pfitomnosti specifického useku vybraném pomoci
programu KEC z celého genomu (Beran a kol., 2021). Vizualizace produkti LAMP je
rozdélena na:

1. Real-time LAMP: Pro detekci amplifikacni reakce metodou LAMP v realném cCase
se vyuzivaji specializované platformy umoziujici kontinudlni monitorovani
fluorescence béhem pritbé¢hu amplifikace. V této metodice byl pouZit prenosny real-
time LAMP piistroj Genie® III (OptiGene, UK), ktery je konstruovan specialné pro
izotermdlni amplifikaci nukleovych kyselin a umoziuje zdznam fluorescencnich dat
v realném Case. Soucasti funkéni vybavy pfistroje je rovnéz analyza kiivky tani, ktera
slouzi ke kontrole specifi¢nosti amplifikace a umoznuje odhaleni nespecifickych
nebo nezadoucich produktt reakce vznikajicich béhem LAMP amplifikace. Analyza
kiivky tani je povazovdna za UCinny nastroj pro rozliSeni specifickych a
nespecifickych amplikonil, zejména u fluorescencné detekovanych LAMP reakci
(Rolando a kol., 2020). V ptipadé, Ze je laboratof vybavena real-time PCR cyklerem,
1ze metodu real-time LAMP provadét rovnéz na tomto zatizeni, a to za ptedpokladu,
Ze pristroj umoZiluje stabilni udrZzovani konstantni reakcni teploty a kontinudlni
meéfeni fluorescence (Gadkar a kol., 2018).

2. UV: Alternativnim zplsobem vizualizace vysledki LAMP reakce je
post-amplifikacni barveni pomoci fluorescen¢nich interkalujicich barviv, ktera
vazou dvouvlaknovou DNA a jsou nasledn¢ detekovatelna pod UV nebo modrym
svétlem. Typickym piikladem pouzivaného barviva je SYBR® Green I, ktery
umoziuje vizudlni rozliSeni pozitivnich a negativnich reakci na zaklad€ intenzity
fluorescence. Nevyhodou této metody je skutecnost, Ze barvivo se piidava az po
ukonceni amplifikace, coz vyZaduje otevieni reakéni zkumavky (Panno a kol., 2020).

Srovnani novosti postupti

Ptedkladanou metodiku s nazvem “Metodika odbéru a izolace DNA a kvantitativni detekce
vyznamnych bakteridlnich patogeni* Ize hodnotit jako novou metodiku, nebot’ v soucasné
dobé neni k dispozici ucelend metodika pro molekularni detekci patogenti u laboratornich
hlodavct. Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve védeckych publikacich a
monografiich (FELASA, 2014).

Vyzkumna nejistota spoCivd v biologické podstaté. Limitou muze byt nedostatecna
rozliSovaci schopnost molekularnich metod ¢i nedostatecné citlivost dand kontaminaci
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vzorku nebo pfitomnosti zvifeci DNA. Limity také predstavuje design a organizace
experimentu a dodrzeni vSech metodickych postupti. Noveé navrzend LAMP metodika je
ovétena pro tzv. mimo laboratof/v terénu), kde by se méla stat nastrojem pro prvotni rychlou
analyzu bakterie Mycoplasma pulmonis. Ptedkladana metodika pak popisuje vSechny kroky
analyzy od odbéru vzorku, pies izolaci DNA po LAMP analyzu tak, aby bylo dosazeno
optimalniho vysledku.

Optimalizace metody
Primery

Primery (Tabulka 1)  jsou navrzeny v programu PrimerExplorer
(https://primerexplorer.jp/lampv5S/index.html) za vyuziti templati celého genomu (Beran a

kol.). Navrzené primery a sondy jsou in silico testovany pro zjiSténi teoretické specificity
pro cilové organismy a vybrané primery byly pouZity pro laboratorni testovani. Specificita
je testovana na rozséhlém souboru patogentl u laboratornich hlodavct (Tabulka 2).

Tabulka 1: Primery pro detekci Mycoplasma pulmonis metodou LAMP

LAMP | Mycoplasma pulmonis

primery | Sekvence primert (5°-3")

F3 GGGAGTGCGTTACATTAGCT

B3 CCGAAGACCTTCATCCTGC

FIP GTCCCAGTGTGGCTGTTCAGTAGGGTAATGGCCTACCAAGG
BIP TGAGATACGGCCCAGACTCCTGCTGTGTCACTCCATCAGAC
LF CTCTCAACTCAGCTATACATCATCG

LB CGGGAGGCAGCAGTAGGGAA

Tabulka 2: Seznam pouzitych izolatl

Nazev Sbirka Cislo
sbirky
Bordetella bronchiseptica DSMZ 13414
Citrobacter rodentium DSMZ 16696
Corynebacterium kutscheri DSMZ 20755
Filobacterium rodentium DSMZ 100392
Helicobacter hepaticus DSMZ 22909
Helicobacter mastomyrinus DSMZ 22886
Klebsiella oxytoca DSMZ 5175
Klebsiella pneumoniae DSMZ 4799
Mycoplasma pulmonis DSMZ 22144
Pasteurella multocida DSMZ 5282
Pasteurella multocida subsp. multocida | DSMZ 5281
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Pasteurella pneumotropicus | DSMZ 21403
(Pasteurella pneumoniae)

Proteus mirabilis DSMZ 28629
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 939
Rodentibacter heidelbergeusis DSMZ 103978
Rodentibacter heylii DSMZ 112292
Rodentibacter pneumotropicus DSMZ 21403
Rodentibacter ratti DSMZ 103977
Salmonella spp. DSMZ 554
Staphylococcus aureus DSMZ 799
Streptobacilus moniliformis DSMZ 12112
Streptococcus agalactiae DSMZ 2134
Streptococcus canis DSMZ 20715
Streptococcus dysgalactiae DSMZ 23147
Streptococcus equi subsp. | DSMZ 20727
zooepidemicus (skupina C)

Streptococcus mitis DSMZ 12643
Streptococcus pneumoniae DSMZ 11868
Streptococcus pseudopneumoniae DSMZ 18670
Streptococcus pyogenes DSMZ 20565
Bordetella hinzii DSMZ 11333
Clostridium perfringens DSMZ 25589
Paeniclostridium sordellii DSMZ 29974
Clostridioides difficile DSMZ 29688
Helicobacter spp DSMZ 113690
Helicobacter spp DSMZ 108729

Postup detekce Mycoplasma pulmonis

Tento systém detekce byl optimalizovan tak, aby byl pouZitelny pro real-time detekci M.
pulmonis na ptenosné platformé a také pro vyuZiti bez sofistikovaného zatizeni (UV). AvSak
izolace DNA, primery a reakéni smés zlstavd neménna. Rozdil je pouze ve vizualizaci
vysledkd.

Pfi pracovnim postupu vzdy pouzZivat ochranné rukavice. Pro kazdé vySetfeni vyuzivat
systému pozitivni kontroly (cilova DNA), negativnich kontrol tj. jina nez cilova DNA a NTC
(z ang. No Template Control) - vzorek bez DNA. Reagencie nechat pozvolna rozmrazit
v temnu a vyhnout se opakovanému rozmrazovani, coZ snizuje senzitivitu.

Odbér vzorkii
Odbér vzorktl pro izolaci DNA probih4 bukélnim stérem (FLOQSwabs® Flocked Swabs, 80
mm)



Stehlikova, D. a kol. (2026): Metodika pro pienosnou detekci bakteridlnich patogentt metodou
LAMP

u mysi a potkanii v dvou opakovanich od kazdého zvitete nebo se vyuziva smésny odbér na
zaklad¢ oddélenych chovnych prostor.

Izolace DNA

DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)

Stérové kartacky jsou pieneseny do zkumavek. K vzorku je ptidano 75 ul DEP-25 START-
Blue reagens, kde se buiiky uvolni promichanim. Vzorky se zahteji na 95°C po dobu 20 min
v teplotnim bloku. Solidni tkané nejsou v fadé piipadi uplné solubilizovany; to vSak
neovlivni nasledné pouziti extraktu pro genotypizaci. Vzorky se ochladi na pokojovou
teplotu, ptida se 75 ul DEP-25 STOP reagens a obsah se promicha. Po ptidani STOP reagens,
se START-Blue reagens zméni na bezbarvy roztok. Pouzije se 2 pl extraktu jako zdroj
templatové DNA pro naslednou LAMP.

Reakcni cyklus LAMP

LAMP probihaji na prenosné platform&é Genie® III (OptiGene, UK), Tvorba grafii a
zpracovani dat probihd pfimo na zafizeni nebo software od firmy Optigene. V piipade
pouziti UV je reakéni cyklus stejny, avsak je zahfivan na 65°C v teplotnim bloku po dobu
60 min. Vzorky jsou obarveny po amplifikaci pidanim 1 pul SYBR® Green 1. Poté jsou
vzorku prosviceny UV svétlem. Hodnoti se zména barvy (oranzova — negativni; zelena
pozitivni).

Vsechny reakéni smési jsou v stejnych pomerech dle tabulky 3. Reakéni cyklus byl zahtivan
pti 65 °C po dobu 60 min. tento ¢as miiZze byt zkrdcen na 30 min, vzhledem k velmi rychlé
amplifikaci u testovanych vzorkt. Na obrazku 1 je patrny narist fluorescence u v§ech vzorki
v cca 10 minutach. Tento fakt je ovlivnén zejména v pouziti loop primert (LF a LB), které
zajiSt'uji urychleni izotermalni amplifikace.

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési na 1 vzorek.

mnoZzstvi
pracovni na jeden
finalni finalni | koncentrace |vzorek
reagencie koncentrace(uM) |objem |(uM) (nb)
FIP 1,6 25 10 4
BIP 1,6 25 10 4
F3 0,2 25 10 0,5
B3 0,2 25 10 0,5
LF 0,4 25 10 1
LB 0,4 25 10 1
Isothermal master mix
(Optigene) 12
DNA 2
celkem 25
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Validace a limity reakce

Ovéteni vysledkl bylo provedeno prostiednictvim PCR za pomoci vnéjsich primerid LAMP

reakce s naslednym potvrzenim gelovou elektroforézou a rovnéz zavedenou metodikou Taq
Man gPCR na detekci cilového agens zaméfenou na stejny unikatni usek genomu jako
LAMP metodika. Pro vyloucCeni faleSn¢ pozitivniho vysledku byla provedena kontrola
s vybranymi mikroorganismy (Tabulka 2). Test neodhalil pfi cross-species a cross-genus

oveétovani amplifikaci jiného druhu nebo rodu, ktera by byla potvrzena.
Citlivost reakce byla stanovena pomoci desitkového fedéni s pocatecni koncentraci vzorku

v reakci 1 ng/pl. Detekéni limit byl stanoven na 0,01 ng/ul (Obrazek 1). Citlivost reakce
byla prokazéana pro reakéni dobu 40 min, s krats$i reakéni dobou neklesa t¢innost LAMP

reakce. Ktivka tani byla u vSech vzorkit 88.3 °C (Obrazek 2).

Obrazek 1: Citlivost reakce — 10% fedény vzorek
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Obrazek 2: Citlivost reakce (Kfivka tani)
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Postup vyhodnoceni:

Real-time LAMP (Genie® I1I)

P#i pouziti pfenosného real-time LAMP piistroje Genie® III je vysledek vyhodnocovan na
zakladé kontinualniho zaznamu fluorescence v prubcéhu izotermalni amplifikace pfi
konstantni teploté 65 °C. Pozitivni vzorek je charakterizovan typickym exponencialnim
narGstem fluorescencniho signalu v pribéhu reakce, piicemz k nartstu fluorescence u
testovanych vzorkii dochazi zpravidla béhem prvnich 10—15 minut reakce. Negativni vzorky
a kontrola bez templatové DNA (NTC) nevykazuji signifikantni nartst fluorescence po celou
dobu reakce (Obrazek 3).

Soucésti vyhodnoceni real-time LAMP je také analyza kiivky tani (melt curve analysis),
ktera slouzi k ovéfeni specificity amplifikovaného produktu. Pfi zahtivani reakéni smési v
rozmezi 88.2 — 88.6 °C je u specifické reakce pozorovan vznik jednoho homogenniho
amplifika¢niho produktu, reprezentovaného jednim teplotnim vrcholem. Pfitomnost vice
vrchold indikuje tvorbu nespecifickych amplikonti a takovy vysledek je hodnocen jako
nespolehlivy (Obrazek 4).

Kazdé méfeni je provaddéno minimalné ve dvou technickych opakovanich a zahrnuje
pozitivni kontrolu (cilovd DNA, PC), negativni kontrolu (necilovd DNA) a NTC, coz
umoziuje spolehlivé posouzeni validity reakce.

Sofistikované zarizeni — Genie® III (OptiGene, UK)
Obrazek 3: Amplifikace pti metodé¢ LAMP (v minutach)
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Obrazek 4: Kiivka tani
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Pozitivni vzorky na M. pulmonis — zluty (PC), svétle zeleny, tmavé zeleny, modry, cerny, rizovy;
negativni vzorky — cerveny (NTC) a oranzovy

UV vizualizace

Alternativni vizualizace vysledkit LAMP reakce je zaloZena na post-amplifikaénim barveni
produkt pomoci fluorescenéniho barviva SYBR® Green I. Po ukonéeni amplifikace je ke
kazdému vzorku ptfidan 1 pl barviva a reakéni zkumavky jsou nasledné hodnoceny pod UV
svétlem.

Pozitivni vysledek je charakterizovan vyraznou zménou barvy reakéni smési z oranzové na
zelenou v diisledku vazby barviva na dvouvlaknovou DNA. Negativni vzorky si zachovavaji
puvodni oranzové zbarveni. Kontrola bez templatu (NTC) nesmi vykazovat zménu barvy;
jeji zbarveni slouzi jako zdkladni referencéni bod pro hodnoceni ostatnich vzorkd (Obrazek
5).

Tento zpiisob vyhodnoceni umoziiuje rychlou a jednoduchou orientacni interpretaci
vysledkli bez nutnosti sofistikovaného pfistrojového vybaveni, avSak vyzaduje ptisné
dodrZovani opatfeni proti kontaminaci, jelikoZ reakéni zkumavky musi byt po amplifikaci
otevreny.
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Obrazek 5: UV vizualizace

Zeleny — pozitivni, oranzovy negativni; 1.vlevo — PC; 1.vpravo NTC
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Pouzité pristroje a pomiicky:

e Rukavice

e zkumavky

e Stérové kartacky 80 mm (FLOQSwabs® Flocked Swabs, Copan)

e Pienosna centrifuga

e Sada automatickych pipet

o Spicky

e Vortex

e Teplotni blok a UV svétlo nebo pienosna real-time platforma (Genie III, Optigene)
e optické stripy (u real-time LAMP)

Chemikalie:

e primery (6)

e kit na extrakci DNA

e master mix pro LAMP

e SYBR® Green I (u real-time LAMP)

12
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Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro prenosnou detekci bakterialnich patogentt metodou LAMP je mozné
provadét piimo v chovech bez kvalifikovaného personalu a bez sofistikovaného vybaveni.
Metodika v prvni ¢asti zahrnuje teoreticky ivod do problematiky. V praktické casti jsou
uvedeny ptesné protokoly od ptipravy odbéru materialu, izolaci DNA po vlastni provedeni
LAMP analyzy a vyhodnoceni. Vyhodnoceni je rozdéleno dle vyuZzivané vizualizace na real-
time a pomoci UV.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovéana k precizni molekularni detekci bakteridlniho
patogenu Mycoplasma pulmonis pro hodnoceni zdravotniho stavu laboratornich zvitat pfimo
v chovech. Tato metodika pak mize umoznit pfenos znalosti a postupti z akademickych
pracovist’ do bézného provozu.

Pti vizualizaci real-time LAMP je mozné metodiku vyuzit i na vyzkumnych pracovistich a
diagnostickych molekularnich laboratofich. Neni doporu¢eno pouziti UV vizualizace
v uzavienych prostorach, kde mize vzniknout kontaminace do prostiedi. Metodika bude
uplatnéna prostfednictvim firmy AnLab s.r.o. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o
uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Molekularni analyzy popisované v této metodice budou soucasti vysetfovacich programi
zdravotni kontroly dle pozadavki FELASA pouze ze vzorkll odebranych ze zvitat bez
nutnosti jejich utraceni. Toto testovani je mozné ud¢lat pifimo v chovech bez proSkolené¢ho
persondlu pro prvotni rychly zachyt patogenu. Tyto vzorky by byly nasledné také zaslany
kuryrni spole¢nosti do firmy AnLab s.r.0., takZe by odpadla i asov¢, organiza¢né a finan¢né
naro¢na preprava laboratornich zvifat. Zavedeni LAMP c¢asti pfinese vyhodu zejména
v rychlém, specifickém a neinvazivnim ur€eni vyskytu patogenu jesté¢ pred rozSifenim
v chovech a v ne€kterych ptipadech jesté pied objevenim symptomii onemocnéni.

Pomoci tohoto metodického postupu Ize objektivné vyhodnotit ptitomnost M. pulmonis bez
usmrceni zvitfat. Pro provedeni analyz neni pottebné disponovat vybavenou molekularné-
biologickou laboratofi. Naklady na analyzu pak predstavuji kity pro izolaci, kterd je
proveditelna bez velkych laboratornich pfistroji. Pro vlastni LAMP analyzu jsou potfebné
primery, a termostabilni master mixy. Typova cena analyzy po optimalizaci je pak na rovni
60 K¢ za jeden vzorek bez nakladii na potfizeni pfistrojového vybaveni, odpisi, energii a
personalu. Pro molekularné biologickou laboratof uvedeny metodicky postup miize
znamenat zajimavé rozsifeni portfolia nabizenych sluzeb a ekonomicky piinos v podobé¢
zisku z provadeénych analyz.
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