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Cil

Cilem metodiky je:

1. Zavést v CR rychlou kvantifikaci obsahu mastitidnich patogend v mléce a mlezivu.

2. UmozZnit chovatelim vyuzit tuto metodu k odhaleni rozsahu subklinickych mastitid a jejich
puvodct ve stade.

3. Dat chovatelim nastroj umoznujici pfi skladovani a uchovani vzorkli mleziva a vzorkl z
akutnich a mastitid provést z téchto vzorki zpétnou analyzu a tim odhalovat a analyzovat pficiny
mastitid.

Vlastni popis
Kvantifikace obsahu mastitidnich patogenii v mléce a mlezivu

A) Odbéry vzorki

Stanoveni obsahu mastitidnich patogenti lze provadét ve vzorcich z rlznych zdrojii a v rznych
typech vzorkli. Lze vyuzit bazénové vzorky, individudlni vzorky, vzorky z jednotlivych c¢tvrti 1
vzorky mleziva.

Lze pouzit vzorky mléka a mleziva Cerstvého, mrazeného nebo konzervovaného konzervacnimi
Cinidly.

Logistiku a odbéry individuélnich a bazénovych vzorkt ptesné popisuje metodika Vrtkova 2014.
Vzorky pro zpétnou analyzu uchovavané mrazenim je dostate¢né udrzovat pii teploté -18 az -20 °C
(bézné pozivané mrazici boxy). Zpetnou analyzu lze provést 1 u vzorkti mléka krav léCenych a
prelécenych antibiotiky, a u vzorki s inhibici riistu mikroorganismd.

Zpétna analyza miize byt pfinosna pifi zméndch managementu stdda (zméndch v technologii,
krmeni, podestylce atd.). Pfedevsim vSak pfi nahlém zvySeni poctu somatickych bunék v BTM (coz
indikuje subklinické mastitidy), si chovatel mize uchovavat individualni vzorky nebo vzorky
malych, vybranych skupin (prvotelky, kravy na pocatku laktace atd., které mohou vyrazné ovlivnit
SB v BTM) a zpétné si pak udélat analyzu urcitého obdobi.

B) Laboratorni protokoly
Identifikace a kvantifikace je zalozena na detekci bakteridlntho genomu metodou qPCR
(kvantitativni PCR).

1. Izolace DNA

Bakterialni DNA je izolovéna z Cerstvého nebo konzervovaného mléka nebo mleziva komercné
dodavanymi kity pro izolaci DNA. Postup izolace se fidi manualem k ptislusnému kitu.

V Laboratofi agrogenomiky Mendelovy univerzity v Brné byly validovany a zavedeny pro izolaci
bakteridlni DNA z mléka:

PowerFood Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Inc., USA)

PathoProof QIAGEN DNA extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)

JetQuick blood and cell culture DNA spin Kit (GenomedSM, USA)

QIAamp DNA Extraction kit (QIAGEn, Germany)



2.Urc¢eni mnozstvi (kvantifikace) mastitidnich patogenii v mléce a mlezivu

2.1. qPCR duplex detekce Staphylococcus aureus a Staphylococcus spp
Testované geny:

S. aureus — nuc

Staphylococcus spp. — tuf

Sekvence a oznaceni primert a sond:

Oznaceni Sekvence 5'—3’ Modifikace
Saunuc F GTTGCTTAGTGTTAACTTTAGTTGTA

Saunuc R AATGTCGCAGGTTCTTTATGTAATTT

Saunuc P IAAGTCTAAGTAGCTCAGCAAATGCA HEX-BHQ1
Staphtuf F AAACAACTGTTACTGGTGTAGAAATG

Staphtuf R IAGTACGGAAATAGAATTGTG

Staphtuf P TCCGTAAATTATTAGACTACGCTGAAGC [Cy5-BHQ2

Zdroj primert a sond: Kilic A. et al. 2010

Ptiprava amplifika¢ni smési:
Amplifikacni smés piipravujeme do stripti nebo plat uréenych pro qPCR. Celkovy objem reakcni

smési je 20 pl.
IKomponenta IKonc. zasobni (uM)  [Konc. v reakci (uM) Objem v reakei (ul)
\Voda pro PCR - - 318
Saunuc_F 100 9 18
Saunuc R 100 9 18
Saunuc_P 100 25 S
Staphtuf F 100 9 18
Staphtuf R 100 9 18
Staphtuf P 100 25 S
UCO assay mix* - - 2
\UCO standard* - - 2
mastermix** 2x 1x 10
IDNA - - 2

*Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové
**q PCR mastermix uréeny vyrobcem pro pouziti s fluorescenénimi sondami a pro multiplexni aplikace

Program cyklovani:
- fidi se doporucenimi vyrobce mastermixu a real-time PCR pfistroje

Krok Teplota (°C) |Cas (min)
Uvodni denaturace 95 10
40 cyklu
denaturace 95 15s
annealing+elongace |60 1
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Legenda: Amplifikacni kiivky duplex S. aureus (oranzovd) a Staphylococcus spp. (modrd);
standardy 107 az 103 kopii; fialova — vnitini amplifika¢ni kontrola.

Kvantifikace

V kazdém runu spoleéné s neznamymi vzorky amplifikujeme fedici fadu alespon 5 standardi (107—
103 kopii/ul) ve tiech opakovanich. Nejkoncentrovanéjsi standard pfipravime tak, ze
spektrofotometricky zmétime obsah DNA v izolatu mikroorganismu v ng/ul a pfepocteme jej na
pocet kopii pomoci velikosti genomu v bp a primérné molarni hmotnosti bazového paru.
Desitkovym fedénim nejkoncentrovanéj$iho standardu pfipravime zbyvajici. ProloZzenim primeéri
naméfenych C; hodnot standardli pfimkou dostaneme kalibra¢ni pfimku. Z rovnice pfimky y = ax+b
se vypocitd pocet kopii/pul v nezndmém vzorku. Vypocet vétSinou provadi program k qPCR
piistroji.

Standard Curve
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2.2. qPCR duplex detekce Streptococcus dysgalactiae a Streptococcus uberis

Testované geny:

U obou bakterii gen cpn60, jehoz produktem je protein Cpn60, fungujici jako protein teplotniho
Soku u bakterii.

Sekvence a oznaceni primert a sond:

Oznaceni Sekvence 5'—3’ Modifikace
Sdycpn60_F GCGATTGCTCAGCCTGTTTCT

Sdycpn60 R GGCTTCTGAAATGTATTCTCCAA

Sdycpn60_P TTGCTGCTGTGTCATCTCGTTCTG Cy5-BHQ2
Subcpn60 F GAAGAATCACGTGGTATGGAAACAGAA

Subcpn60 R IAGAAGGGGACGACTGGTTTTAAGC

Subcpn60 P TGAAGGGATGCAATTTGACCGCGGA HEX-BHQ1

Zdroj primert a sond: vlastni navrh Surynek

Ptiprava amplifika¢ni smési:
Amplifikacni smés piipravujeme do stripti nebo plat uréenych pro qPCR. Celkovy objem reakcni
smési je 20 pl.

IKomponenta IKonc. zasobni (uM)  [Konc. v reakci (uM) Objem v rekei (ul)
\Voda pro PCR - - 315
Sdycpn60 F 100 9 18
Sdycpn60 R 100 9 18
Sdycpn60 P 100 25 S
Subcpn60 F 100 9 18
Subcpn60 R 100 9 18
Subcpn60 P 100 4 8
UCO assay mix* - - 2
\UCO standard* - - 2
mastermix** 2x 1x 10
IDNA - - 2

*Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové
**qPCR mastermix urceny vyrobcem pro pouZiti s fluorescencnimi sondami a pro multiplexni aplikace

Program cyklovani:
- fidi se doporucenimi vyrobce mastermixu a real-time PCR pfistroje

Krok Teplota (°C) |Cas (min)
Uvodni denaturace 95 10
45 cyklu
denaturace 95 15s
annealing+elongace |60 1
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Legenda: Amplifikaéni kiivky duplex S. dysgalactiae (modra) a S. uberis (zelena); standardy 107 az
103 kopii; fialova — vnitini amplifikaéni kontrola (UCO).

Kvantifikace

V kazdém runu spole¢né s neznamymi vzorky amplifikujeme tfedici fadu alesponi 5 standardd (107
103 kopii/ul) v triplikatu. Standardy ptipravime desitkovym fedénim izolatu DNA mikroorganismu,
ktery chceme kvantifikovat. ProloZzenim namétfenych C; hodnot standardid pifimkou dostaneme
kalibracni pfimku. Z rovnice piimky y = ax+b se vypocita pocet kopii/ul v neznamém vzorku.
Vypocet vétsinou provadi program k qPCR pfistroji.

Standard Curve
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2.3. qPCR detekce Streptococcus agalactiae
Testovany gen: gen cpn60, jehoZ produktem je protein Cpn60, fungujici jako protein teplotniho
Soku.

Sekvence a oznaceni primert a sond:

Oznaceni Sekvence 5'—3’ Modifikace
Sagcpn60 F TGCTCAAGTTGCAGCTGTGTCT

Sagcpn60 R TCAAGCTCTGTTTCCATACCTCGC

Sagcpn60 P TGGAGCGCGTGGGTAATGATGGTG FAM-BHQ1

Zdroj primert a sondy: vlastni navrh Surynek

Ptiprava amplifika¢ni smési:
Amplifikacni smés piipravujeme do stripti nebo plat uréenych pro qPCR. Celkovy objem reakcni

smési je 20 pl.
IKomponenta Konc. zasobni (uM)  [Konc. v reakci (uM) Objem v rekci (ul)
\Voda pro PCR - - 359
Sagcpn60 F 100 9 18
Sagcpn60 R 100 9 18
Sagcpn60 P 100 25 5
UCO assay mix* - - 2
\UCO standard* - - 2
mastermix** 2x 1x 10
DNA - - 2

*Generi Biotech s.r.o., Hradec Kralové
**qPCR mastermix urceny vyrobcem pro pouziti s fluorescencnimi sondami a pro multiplexni aplikace

Program cyklovani:
- tidi se doporucenimi vyrobce mastermixu a real-time PCR pfistroje

Krok Teplota (°C) |Cas (min)
Uvodni denaturace 95 10
45 cyklu
denaturace 95 15s
annealing+elongace |60 1
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Legenda: Amplifikaéni ki'ivky S. agalactiae, fada 5 standarda 107 — 103 Kopii.

Kvantifikace

V kazdém runu spole¢né s nezndmymi vzorky amplifikujeme fadu alespont 5 standarda (107103
kopii/ul) v triplikatu. Standardy piipravime fedénim izolatu DNA mikroorganismu, ktery chceme
kvantifikovat. ProloZenim namétenych Ct hodnot standardl pfimkou dostaneme kalibraéni piimku.
Z rovnice pfimky y = ax+b se vypocitd pocet kopii/ul v nezndmém vzorku. Vypocet vétSinou
provadi program k qPCR pfistroji.
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2.4. qPCR detekce Mycoplasma bovis
Testovany gen: oppD — gen pro permeazu oligopeptidi

Sekvence a oznaceni primerd a sond:

Oznaceni Sekvence 5'—3" Modifikace
MbooppD_F TCAAGGAACCCCACCAGAT

MbooppD_R IAGGCAAAGTCATTTCTAGGTGCAA

MbooppD_P TGGCAAACTTACCTATCGGTGACCCT FAM-BHQ1

Zdroj primert a sondy: Sachse K. et al. 2010

Ptiprava amplifika¢ni smési:

Amplifikacni smés piipravujeme do stripti nebo plat uréenych pro qPCR. Celkovy objem reakcni

smési je 20 pl.

IKomponenta IKonc. zasobni (uM)  [Konc. v reakci (uM) Objem v rekei (ul)
\Voda pro PCR - - 2

MbooppD F 10 4 8

MbooppD R 10 4 8

MbooppD_P 10 2 4

UCO assay mix* - - D

UCO standard* - - 2

mastermix** 2x 1x 10

DNA - i h

*QGeneri Biotech s.r.0., Hradec Kralové
**qPCR mastermix uréeny vyrobcem pro pouziti s fluorescenénimi sondami a pro multiplexni aplikace

Program cyklovani:

- fidi se doporucenimi vyrobce mastermixu a real-time PCR pfistroje

Krok Teplota (°C) |Cas (min)
Uvodni denaturace 95 10
40 cyklu
denaturace 95 15s
annealing+elongace |60 1
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Legenda: Amplifikaéni kiivky M. bovis, fada 5 standardl fedénych v poméru 1:2.

Kvantifikace

V kazdém runu spole¢né s nezndmymi vzorky amplifikujeme fadu alespon 5 standardt (107-103
kopii/ul) v triplikatu. Standardy pfipravime fedénim izolatu DNA mikroorganismu, ktery chceme
kvantifikovat. ProloZzenim namétenych C; hodnot standardt piimkou dostaneme kalibra¢ni piimku.
Z rovnice pfimky y = ax+b se vypoc€itd poCet kopii/ul v nezndmém vzorku. Vypocet vétSinou
provadi program k qPCR pfistroji.

35
34 -

33

T

32 1

a1

20 4

29 -
1 2 4. 4 6 10 20 3 100 20 100
uantity




Srovnani novosti postupi

1.

Kvantifikace patogenti je ve vyspélych zemich pro chovatele provadéna. V. CR byla v ramci
projektu QJ1210301 zahijena semikvantitativni detekce patogeni metodou 12-Complete
PathoProof PCR Mastitis Assay (Vrtkova, 2014).

Poprvé v CR byl pro vyvoj technologie kvantifikace obsahu patogenti v ramci CR v projektu
proveden screening 240 BTM (zahrnujici cca 49000 dojenych krav).

Na jeho zéklad¢ byly do tvorby “narodniho panelu” vybrany nasledujici mastitidni patogeny
(Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus spp,
Streptococcus uberis a dale Mycoplasma bovis).

Dtivodem volby uvedenych patogenti bylo:
A) infekénost Staphylococcus aureus — prevalence 38%

Streptococcus agalactiae — prevalence 23%
B) prevalence nad 40%

Streptococcus dysgalactiae — 43%

Staphylococcus spp — 83%

Streptococcus uberis — 74%
C) obtizna detekce

Mycoplasma bovis.

Tento patogen se ve vzorcich zahrnutych do screeningu nevyskytoval, ale vzhledem k jeho obtizné
bakterialni kultivaci a moznosti budouciho vyskytu v mléce v CR byla metoda navrzena.

2.

Nové¢ byly navrzeny a konstruovany oligonikleotidové primery a sondy pro qPCR duplex detekce
Streptococcus dysgalactiae a Streptococcus uberis a qPCR singleplex detekce Streptococcus
agalactiae k zajisténi robustnosti metody kvantifikace.

3.

Piinos nadi metodiky je v podstatné piesn&j§im stanoveni mnoZstvi patogenu ve vzorku. V CR bylo
doposud mozno ke kvantifikaci obsahu patogenli vyuzit pouze semikvantitativni PathoProof PCR
Assay. Kvantifikace byla definovana pouze tfemi kritérii (+++ vysoky obsah bakterialni DNA, ++
sttedni obsah bakteridlni DNA, + nizky obsah bakterialni DNA).

4.

Z uhlu pohledu chovatele 1ze za novost pokladat i ekonomicky benefit testovani obsahu patogenti v
mléce, vychézejici z noveé navrzenych a konstruovanych primert a sond. (Pathoproof Mastitis PCR
asssay zahrnujici 12 mikroorganismt — cena reagencii 390,- K¢ na vzorek, PathoProof Mastisit
PCR assay zahrnujici detekci 3 mikroorganismii — cena reagencii 340,- K& na vzorek, cena
reagencii pro detekci 6 mikroorganismil vychazejici z této metodiky je 163,- K¢).

5.
Dalsi novosti pro chovatele je ndméet na moznost zpétnych analyz vyvoje stdda a eventuelniho
odhaleni nékterych z pfi¢in vyskytu mastitid.



Popis uplatnéni

Metodika je urcena:

Firmédm zabyvajicim se poradenstvim a konzultacemi v oblasti chovatelského a plemenaiského
managementu v malych i velkych farmach v CR.

Chovateliim, kterym vysledky z laboratofi umozni analyzovat stav stdda z pohledu vyskytu
subklinickych mastitid.

Laboratoiim provadéjicim pro chovatele analyzy hospodarskych zvifat k rozsifeni nabidky jejich
sluzeb o testy mastitidnich patogentl.

Akreditovanym laboratofim svazu chovatelli provadéjicim rozbory mléka (LRM).

Ekonomické aspekty

Piedpokladané ekonomické piinosy jsou v rozsifeni nabidky portfolia sluzeb pro chovatele v CR
poskytovné poradenskymi firmami nebo laboratoiemi. Jsou zavislé na poctu analyzovanych vzorki.
Kvalifikovany odhad navyseni sluzeb pro laboratoie v blizkém horizontu je 500 analyz BTM ro¢né.
Néklady reagencii na 500 analyz — 81tis. Pfedpokladané zvysni obratu firmy za 500 BTM analyz —
400 tis. pti kalkulovaném 10% zisku.

Niaklady (reagencie) na detekci masitidnich patogenii s vyuzitim nové navrzenych qPCR plexi

Poftizovaci ndklady reagencii nutnych pro detekce mastitidnich patogenti:

primery, sondy, univerzalni kontrola (UCO) od firmy Generi Biotech, Hradec Kralové
Xceed probe mastermix, Biotech a.s., Praha

qPCR duplex detekce Staphylococcus aureus a Staphylococcus spp
primery 0,50 K¢&/reakce

sondy 12,60 K¢&/reakce

ucCco 18,40 K¢/reakce

Mastermix 12,50 K¢/reakce

Celkem: 44 K¢/vzorek

qPCR duplex detekce Streptococcus dysgalactiae a Streptococcus uberis
primery 0,50 K¢/reakee

sondy 16,40 K¢/reakce

uco 18,40 K¢/reakce

Mastermix 12,50 Ké/reakce

Celkem: 47,80 K&/vzorek

qPCR detekce Streptococcus agalactiae
primery 0,30 K¢&/reakce

sonda 4,80 K¢é/reakce

uco 18,40 K¢/reakce

Mastermix 12,50 Ké/reakce

Celkem: 36 K¢/vzorek




qPCR detekce Mycoplasma bovis
primery 0,10 K¢/reakce

sonda 3,80 K¢/reakce

uco 18,40 K¢é/reakce
Mastermix 12,50 K¢é/reakce
Celkem: 34.80 K¢&/vzorek

Cena reagencii pro qPCR detekci 6 mastitidnich patogent je 163,- K¢ na jeden vzorek mléka nebo
mleziva.

Pro srovnani uvadime ceny reagencii ve svét€ pouZzivané¢ho systému PathoProof Mastitis PCR
assay.

12-Complete Pathoproof Mastitis PCR asssay (zahrnujici 12 mikroorganismill) — cena 390,- K¢ na
vzorek.

3-Major PathoProof Mastisit PCR assay (zahrnujici detekci 3 mikroorganismt Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae a Mycoplasma bovis) — cena 340,- K¢ na vzorek.
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