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1. Úvod 

PCR reakce je spojována se specifickým a velmi citlivým průkazem libovolného biologického 

agens díky průkazu jeho nukleové kyseliny. Tato úvaha je však pravdivá jen částečně, protože 

platí až v případě, pokud se do PCR zkumavky podaří doručit alespoň jednu, lépe však 10 

kopií cílové DNA, a to v obvyklých 2 µl objemu. Tím ale citlivost PCR ve srovnání s obyčejnou 

kultivací dramaticky klesá, protože přepočet 10 molekul ve 2 µl znamená koncentraci 5 000 

molekul v 1 ml. Navíc např. normy pro průkaz salmonel vyžadují inkubaci 25 gramů vzorku 

ve 225 ml peptonu, což umožňuje zachytit i jen jednu jedinou buňku v takovém objemu, tedy 

0,04 salmonely na 1 gram původního vzorku. Rozdíl mezi citlivostí kultivace a PCR je zjevný a 

využití PCR vyžaduje zvážení všech okolností. 

 

V naší laboratoři jsme PCR začali využívat pro sledování potenciálně probiotických kultur 

mikroorganismů v trusu ošetřených kuřat, pro které neexistuje žádná selektivní kultivace. 

Pracovali jsme tedy s materiálem, ve kterém je velké množství baktérií a extrémní citlivost 

PCR není vyžadována. Protože se tento přístup osvědčil, rozšířili jsme jej i na sledování 

vybraných patogenních baktérií, jak se mění jejich zastoupení po aplikaci probiotik. I tento 

systém se ukázal jako efektivní, s možností operativního rozšíření o průkaz dalších taxonů. 

 

Paralelně s vlastními aktivitami diskutujeme problémy i s chovateli a shromažďujeme jejich 

postřehy a náměty. Z těch vyplynuly dvě skutečnosti. Za prvé, pokud odesílají vzorky na 

laboratorní vyšetření, z ekonomických důvodů si vybírají většinou jen jednoho patogena na 

průkaz. Lze samozřejmě vybrat více patogenních baktérií, ale takový přístup násobně 

navyšuje cenu. Za druhé, chovatelé dostávají z různých laboratoří protokoly v různém 

formátu a integrace různých vyšetření je pro ně poměrně komplikovaná. Z vlastní zkušenosti 

pak doplníme, že cílené vyšetření např. na E. coli, Enterococcus nebo i Clostridium 

perfringens z trusu postrádá smysl, protože tyto baktérie jsou ubikvitárně rozšířeny, i klinicky 

zdravá prasata jsou běžně pozitivní a pozitivní kultivační průkaz má proto jen nízkou 

vypovídací hodnotu. Proto jsme využili naše zkušenosti s PCR průkazem probiotických kultur 

a vybraných patogenů a připravili cílenou sadu PCR kvantifikující přítomnost nejběžnějších 

patogenů v trávicím traktu prasat. 
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2. Předmět funkčního vzorku 

Předmětem funkčního vzorku je sada 16 PCR ve formátu SybrGreen, která umožňuje 

vzájemné kvantitativní porovnání všech cílových taxonů ve vyšetřovaném vzorku a predikci 

patogena zodpovědného za klinické příznaky. Mezi cílové organismy byly zahrnuty patogenní 

baktérie, které se nejčastěji vyskytují v trávicím traktu prasat. Jedná se tedy o Clostridium 

perfringens, Clostridiodes dificille, Salmonella enterica, Brachyspira pilosicoli, Brachyspira 

hyodysenteriae, Lawsonia intracellularis, tři druhy rodu Campylobacter (Campylobacter 

jejuni, Campylobacter coli a Campylobacter lari) a různé kmeny E. coli, včetně „celkové“ E. 

coli, enterotoxigenní E. coli (termolabilní LT toxin a termostabilní STa toxin) a verotoxigenní 

E. coli (verotoxin VT2e, VT2a a VT1). V jednom odebraném vzorku trusu je tak při jednom 

vyšetření stanovena přítomnost 15 různých cílů. Šestnáctá PCR je cílena na gen pro 16S rRNA 

a poskytuje referenční hodnotu pro celkové množství všech přítomných baktérií. 

 

3. Vlastní popis funkčního vzorku 

S dostupností celogenomového sekvenování a srovnávacích nástrojů je snazší než dříve 

identifikovat geny, které se vyskytují v genomu cílového organismu a současně chybí 

v genomech ostatních baktérií, které se ve stejném vzorku mohou vyskytovat. Takové geny, 

tedy cílové sekvence, jsme identifikovali pro patogeny, kteří se mohou vyskytovat u širšího 

spektra hostitelů a sestavili PCR prokazující Clostridium perfringens, Clostridioides difficile, 

Salmonella enterica, Campylobacter jejuni a E. coli ve vzorcích trusu. Protože se nám takový 

přístup osvědčil, původní sadu jsme obohatili o patogenní baktérie charakteristické pro prase 

domácí včetně Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae, Lawsonia intracellularis, 

Campylobacter coli, Campylobacter lari a různých typů E. coli. Z vlastních sekvenačních dat 

anebo z genových bank jsme získali celogenomové sekvence, které jsme vzájemně porovnali 

a identifikovali sekvence specifické pro vybrané cíle. Na ty pak byly navrženy vhodné primery 

(Tabulka 1). 
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Tabulka 1. Primery specifické pro průkaz uvedených cílů pomocí SybrGreen real time PCR. 

 

Cílový patogen   Forward  primer    Reverse primer 

Salmonella enterica   CGTATTTTCTGGCGTAAGTC  TTAGGTCAAATAGGGCAGAC 

Campylobacter jejuni   TTAGCAGGAGAATATGCCAC  CACTTTAAGAACACGCTGAC 

Campylobacter coli   TGTCAAACAAAAAACACCAAGCTT  CCTTTGACGGCATTATCTCCTT 

Campylobacter lari   TTAGATTGTTGTGAAATAGGCGAGTT TGAGCTGATTTGCCTATAAATTCG 

Clostridium perfringens  TGTTACTGCCGTTGATAGCG  TTAGTTTTGCAACCTGCTGTGT 

Clostridiodes dificille   TGGGTTCATATCTGTAGAGGGAG  CTATTTACGTTTTCAGCTTGAGGT 

Brachyspira pilosicoli  TATGGCTGCTAATGGATGCG  AAGCAAAGCTAAACCAGCCT 

Brachyspira hyodysenteriae GCAGTAGAGCTTACTCCGAC  TCTCTTGAATCTTCTGCGCC 

Lawsonia intracellularis  AAAGAGCAAGTTGGGGAAGG  ACTGGTAACCTGTGGCATTG 

E. coli    AATCTGCCGGGTAAGAACGG  CACGAATCGTCAGTTCACGC 

E. coli VT1   GCGGTTACATTGTCTGGTGA  GTGAGGTTCCACTATGCGAC 

E. coli VT2a   CTCAGGGGACCACATCGGTG  ACGAAGATGGTCAAAACGCG 

E. coli VT2e   CTCAGGGAGCTACATCGGTA  ACGAAGATGGTCAAAACGCT 

E. coli LT toxin   GTGCTCACTTAGCAGGACAG  GTTCATATGGGTGAGGGCTG 

E. coli STa   TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCA  ACAGGCAGGATTACAACAAAGT 

16S rRNA   TCCTACGGGAGGCAGCAG   CGTATTACCGCGGCTGCT 

 

 

Sada navržených primerů byla testována na 35 vzorcích trusu prasat. Z toho 9 vzorků 

pocházelo od selat před odstavem a 26 vzorků pocházelo od prasnic nebo prasat ve výkrmu. 

Real time PCR byla provedena ve formátu „SybrGreen“ s využitím SybrGreen Master Mix 

(Qiagen). Amplifikační podmínky se sestávaly z 35 cyklů s následnou denaturační analýzou 

pro potvrzení identity vzniklého amplifikačního produktu. Každý cyklus se sestával z 30 s 

inkubace při 55 °C, 30 s inkubace při 72 °C a 30 s inkubace při 94 °C. Po každém cyklu se 

stanovila fluorescence ve vzorku a překročení prahové hodnoty fluorescence po určitém 

cyklu bylo vyjádřeno hodnotou Ct (threshold cycle). Na PCR navazovala denaturační analýza, 

při které se vzniklé amplifikační produkty vytemperovaly na 45 °C a v jednovteřinových 

intervalech se postupně zahřívaly až na 95 °C. Při určité teplotě (teplota Tm, temperature of 

melting) došlo k rozpadu dvoušroubovicových molekul PCR produktů na jednovláknité 

molekuly DNA, který byl spojen s uvolněním barvičky SybrGreen z DNA a prudkým poklesem 

fluorescence. Protože teplota rozpadu dvoušroubovice na jednořetězcová vlákna je 

ovlivněna sekvencí, z teploty Tm lze usuzovat na identitu vzniklého PCR produktu. Real time 
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PCR byla prováděna s primery specifickými pro cílové baktérie a současně s primery 16S_F1 

TCCTACGGGAGGCAGCAG a 16S_R1 CGTATTACCGCGGCTGCT amplifikujícími část genu pro 

16S rRNA všech eubaktérií. Amplifikace eubakteriální DNA byla využita při kvantifikaci 

cílových druhů. Při kvantifikaci pomocí real time PCR se nejprve odečetla Ct hodnota 

amplifikace cílových druhů od Ct hodnoty amplifikace eubakteriální DNA (ΔCt). Následně byl 

tento rozdíl umocněn na základ 2 (2ΔCt). V dalším kroku jsme vypočetli převrácenou hodnotu 

(1/2ΔCt) a po vynásobení hodnotou 100 (100 x 1/2ΔCt) jsme získali podíl jednotlivých cílových 

baktérií v celé bakteriální populaci v procentech. Absolutní zastoupení v procentech i 

porovnání zastoupení jednotlivých bakteriálních druhů a cílů je pro celý systém klíčové, 

protože každý vzorek prasete je pozitivní na E. coli a většina vzorků i od zdravých prasat je 

nízce pozitivních např. na Clostridium perfringens nebo Campylobacter coli. 

 

Průběžné výsledky jsou na obrázku 1, ale aktuální výsledky po započtení dalších vyšetřených 

vzorků lze nalézt na webové stránce laboratoře https://probio.vri.cz/. U selat před odstavem 

byla nejčastěji zachycována E. coli následována Campylobacter coli. U selat se ve zvýšené 

míře a ve srovnání s výskytem u prasat po odstavu vyskytovalo Clostridium perfringens a 

Clostridioides difficile. U prasat po odstavu byl nejčastěji zachycovanou baktérií 

Campylobacter coli, jehož zastoupení bylo více než 10x vyšší než E. coli. Pouze u prasat po 

odstavu jsme v nízkém zastoupení zachytili salmonely a Brachyspira pilosicoli. Numericky se 

ve vyšším zastoupení ve vzorcích od prasat po odstavu častěji vyskytovaly verotoxigenní 

kmeny E. coli, zatímco u selat před odstavem byly více než u prasat po odstavu zachycovány 

enterotoxigenní kmeny. 
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Obrázek 1. Zastoupení cílových druhů a klonů ve vzorcích prasat. Zastoupení bylo 

stanoveno ve vzorcích od selat před odstavem a od odstavených prasat. Upozorňujeme na 

logaritmické měřítko na ose Y. 

 

 

4. Srovnání „novosti postupů“ 

Na trhu se vyskytuje spousta produktů na bázi PCR, které detekují jednotlivé patogeny 

prasat. Některé sety mohou rozlišovat v jedné reakci i mezi více cíli. Náš přístup se však od 

ostatních odlišuje mírou multiplexnosti, tedy že v jednom vzorku se analyzuje současně 15 

různých cílů, včetně komplexního porovnání procentuálního zastoupení jednotlivých 

bakteriálních druhů. 

 

5. Uplatnění funkčního vzorku 

Sada PCR je primárně určena pro kvantifikaci patogenů u selat a prasat s nejasnými 

klinickými projevy infekce. Sada PCR se ale dá použít i ve smyslu projektů na farmách. Jednou 

z možností je klasifikace prasnic na základě přítomnosti enterotoxigenních E. coli v jejich 

střevní mikroflóře a odlišném managementu selat od vysoce a nízce pozitivních prasnic. 

Naopak minimální zastoupení Cl. perfringens a absence Cl. difficile u prasnic ukazuje, že u 

selat je tato infekce zejména environmentálního původu. O to více ale stojí za to sledovat 

absolutní zastoupení těchto agens, protože pozitivní jsou skoro všechna selata před 

odstavem a jen prostý kultivační průkaz nebo průkaz pomocí kvalitativní PCR nemá smysl. 
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6. Ekonomické aspekty 

Tento funkční vzor zjednodušuje diagnostiku, protože místo vícero kultivačních vyšetření 

stačí jednou izolovat DNA a poté provést PCR na 15 různých cílů. Místo 15 samostatných 

vyšetření se tak provede jedno jediné. Celková cena za stanovení všech 15 cílů ve 

vyšetřovaném vzorku je do 2000 Kč, což je sice více než jedno cílené kultivační vyšetření, ale 

pokud by se jednalo o dvě nezávislé kultivace, např. na přítomnost E. coli a Salmonella 

s došetřením získaných E. coli na přítomnost genů pro enterotoxiny, navrhovaná multiplex 

PCR již vyjde levněji. Navíc izolovanou DNA ze vzorků lze využít na vyšetření dalších cílů až 

včetně metagenomického sekvenování. Izolovanou DNA lze po dohodě s chovateli 

dlouhodobě skladovat a vytvářet tak postupně databanku DNA z trusu hospodářských zvířat. 

I samotný majitel může retrospektivně požádat o nové vyšetření z uchované DNA, anebo se 

tento materiál dá použít obecně, anonymně, k retrospektivnímu došetření na přítomnost 

patogenů, které se teprve v budoucnu objeví.  
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