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1. Uvod

PCR reakce je spojovana se specifickym a velmi citlivym prikazem libovolného biologického
agens diky prikazu jeho nukleové kyseliny. Tato Uvaha je vSak pravdiva jen ¢astec¢né, protoze
plati az v pfipadé, pokud se do PCR zkumavky podafi dorucit alespon jednu, lépe vsak 10
kopii cilové DNA, a to v obvyklych 2 pl objemu. Tim ale citlivost PCR ve srovnani s obycejnou
kultivaci dramaticky klesa, protoZe prepocet 10 molekul ve 2 pl znamend koncentraci 5 000
molekul v 1 ml. Navic napf. normy pro prikaz salmonel vyzaduji inkubaci 25 gram( vzorku

ve 225 ml peptonu, coz umoZiuje zachytit i jen jednu jedinou buriku v takovém objemu, tedy
0,04 salmonely na 1 gram pavodniho vzorku. Rozdil mezi citlivosti kultivace a PCR je zjevny a

vyuZziti PCR vyZaduje zvaZeni vSech okolnosti.

V nasi laboratofi jsme PCR zacali vyuzivat pro sledovani potencialné probiotickych kultur
mikroorganismu v trusu oSetfenych kurat, pro které neexistuje Zadna selektivni kultivace.
Pracovali jsme tedy s materidlem, ve kterém je velké mnozstvi baktérii a extrémni citlivost
PCR neni vyZzadovana. ProtoZe se tento pfistup osvédcil, rozsifili jsme jej i na sledovani
vybranych patogennich baktérii, jak se méni jejich zastoupeni po aplikaci probiotik. | tento

systém se ukazal jako efektivni, s moZnosti operativniho rozsiteni o priikaz dalSich taxonu.

Paralelné s vlastnimi aktivitami diskutujeme problémy i s chovateli a shromazdujeme jejich
postiehy a ndméty. Z téch vyplynuly dvé skutecnosti. Za prvé, pokud odesilaji vzorky na
laboratorni vySetreni, z ekonomickych dlivod( si vybiraji vétSinou jen jednoho patogena na
prikaz. Lze samoziejmé vybrat vice patogennich baktérii, ale takovy pfistup ndsobné
navysuje cenu. Za druhé, chovatelé dostavaiji z rlznych laboratofi protokoly v rizném
formatu a integrace rlznych vysetfeni je pro né pomérné komplikovana. Z vlastni zkusenosti
pak doplnime, Ze cilené vySetfeni napt. na E. coli, Enterococcus nebo i Clostridium
perfringens z trusu postrada smysl, protoZe tyto baktérie jsou ubikvitarné rozsifeny, i klinicky
zdrava prasata jsou bézné pozitivni a pozitivni kultivaéni prikaz ma proto jen nizkou
vypovidaci hodnotu. Proto jsme vyuZili nase zkusenosti s PCR priikazem probiotickych kultur
a vybranych patogen( a pripravili cilenou sadu PCR kvantifikujici pfitomnost nejbéznéjsich

patogenu v travicim traktu prasat.



2. Predmét funkéniho vzorku

Pfedmétem funkéniho vzorku je sada 16 PCR ve formatu SybrGreen, ktera umoZznuje
vzajemné kvantitativni porovnani vSech cilovych taxon( ve vySetfovaném vzorku a predikci
patogena zodpovédného za klinické pfiznaky. Mezi cilové organismy byly zahrnuty patogenni
baktérie, které se nej¢astéji vyskytuji v travicim traktu prasat. Jedna se tedy o Clostridium
perfringens, Clostridiodes dificille, Salmonella enterica, Brachyspira pilosicoli, Brachyspira
hyodysenteriae, Lawsonia intracellularis, tti druhy rodu Campylobacter (Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli a Campylobacter lari) a rizné kmeny E. coli, véetné ,celkové” E.
coli, enterotoxigenni E. coli (termolabilni LT toxin a termostabilni STa toxin) a verotoxigenni
E. coli (verotoxin VT2e, VT2a a VT1). V jednom odebraném vzorku trusu je tak pfi jednom
vysetfeni stanovena pfitomnost 15 rznych cil(i. Sestnactd PCR je cilena na gen pro 16S rRNA

a poskytuje referen¢ni hodnotu pro celkové mnozstvi vSech pfitomnych baktérii.

3. Vlastni popis funkcniho vzorku

S dostupnosti celogenomového sekvenovani a srovnavacich ndstrojll je snazsi nez dfive
identifikovat geny, které se vyskytuji v genomu cilového organismu a soucasné chybi

v genomech ostatnich baktérii, které se ve stejném vzorku mohou vyskytovat. Takové geny,
tedy cilové sekvence, jsme identifikovali pro patogeny, ktefi se mohou vyskytovat u SirsSiho
spektra hostitel(l a sestavili PCR prokazujici Clostridium perfringens, Clostridioides difficile,
Salmonella enterica, Campylobacter jejuni a E. coli ve vzorcich trusu. ProtoZe se ndm takovy
pristup osvédcil, plvodni sadu jsme obohatili o patogenni baktérie charakteristické pro prase
domaci véetné Brachyspira pilosicoli, Brachyspira hyodysenteriae, Lawsonia intracellularis,
Campylobacter coli, Campylobacter lari a rliznych typQ E. coli. Z vlastnich sekvenacnich dat
anebo z genovych bank jsme ziskali celogenomové sekvence, které jsme vzajemné porovnali
a identifikovali sekvence specifické pro vybrané cile. Na ty pak byly navrzeny vhodné primery

(Tabulka 1).



Tabulka 1. Primery specifické pro prlikaz uvedenych cilli pomoci SybrGreen real time PCR.

Cilovy patogen

Forward primer

Reverse primer

Salmonella enterica
Campylobacter jejuni
Campylobacter coli
Campylobacter lari
Clostridium perfringens
Clostridiodes dificille
Brachyspira pilosicoli
Brachyspira hyodysenteriae
Lawsonia intracellularis
E. coli

E. coli VT1

E. coli VT2a

E. coli VT2e

E. coli LT toxin

E. coli STa

16S rRNA

CGTATTTTCTGGCGTAAGTC
TTAGCAGGAGAATATGCCAC
TGTCAAACAAAAAACACCAAGCTT
TTAGATTGTTGTGAAATAGGCGAGTT
TGTTACTGCCGTTGATAGCG
TGGGTTCATATCTGTAGAGGGAG
TATGGCTGCTAATGGATGCG
GCAGTAGAGCTTACTCCGAC
AAAGAGCAAGTTGGGGAAGG
AATCTGCCGGGTAAGAACGG
GCGGTTACATTGTCTGGTGA
CTCAGGGGACCACATCGGTG
CTCAGGGAGCTACATCGGTA
GTGCTCACTTAGCAGGACAG
TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCA
TCCTACGGGAGGCAGCAG

TTAGGTCAAATAGGGCAGAC
CACTTTAAGAACACGCTGAC
CCTTTGACGGCATTATCTCCTT
TGAGCTGATTTGCCTATAAATTCG
TTAGTTTTGCAACCTGCTGTGT
CTATTTACGTTTTCAGCTTGAGGT
AAGCAAAGCTAAACCAGCCT
TCTCTTGAATCTTCTGCGCC
ACTGGTAACCTGTGGCATTG
CACGAATCGTCAGTTCACGC
GTGAGGTTCCACTATGCGAC
ACGAAGATGGTCAAAACGCG
ACGAAGATGGTCAAAACGCT
GTTCATATGGGTGAGGGCTG
ACAGGCAGGATTACAACAAAGT
CGTATTACCGCGGCTGCT

Sada navrzenych primer0 byla testovana na 35 vzorcich trusu prasat. Z toho 9 vzorku

pochazelo od selat pfed odstavem a 26 vzorkl pochazelo od prasnic nebo prasat ve vykrmu.

Real time PCR byla provedena ve formatu , SybrGreen” s vyuzitim SybrGreen Master Mix

(Qiagen). Amplifikacni podminky se sestavaly z 35 cykld s naslednou denaturacni analyzou

pro potvrzeni identity vzniklého amplifikaéniho produktu. Kazdy cyklus se sestaval z30 s

inkubace pfi 55 °C, 30 s inkubace pti 72 °C a 30 s inkubace pfi 94 °C. Po kazdém cyklu se

stanovila fluorescence ve vzorku a prekroéeni prahové hodnoty fluorescence po urcitém

cyklu bylo vyjadieno hodnotou Ct (threshold cycle). Na PCR navazovala denaturacni analyza,

pfi které se vzniklé amplifikaéni produkty vytemperovaly na 45 °C a v jednovtefinovych

intervalech se postupné zahtivaly az na 95 °C. Pfi urcité teploté (teplota Tm, temperature of

melting) doslo k rozpadu dvousroubovicovych molekul PCR produktl na jednovlaknité

molekuly DNA, ktery byl spojen s uvolnénim barvicky SybrGreen z DNA a prudkym poklesem

fluorescence. ProtozZe teplota rozpadu dvousroubovice na jednoretézcova vlakna je

ovlivnéna sekvenci, z teploty Tm Ize usuzovat na identitu vzniklého PCR produktu. Real time
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PCR byla provadéna s primery specifickymi pro cilové baktérie a soucasné s primery 16S_F1
TCCTACGGGAGGCAGCAG a 16S_R1 CGTATTACCGCGGCTGCT amplifikujicimi ¢ast genu pro
16S rRNA v3ech eubaktérii. Amplifikace eubakterialni DNA byla vyuZzita pfi kvantifikaci
cilovych druhd. Pfi kvantifikaci pomoci real time PCR se nejprve odecetla Ct hodnota
amplifikace cilovych druh( od Ct hodnoty amplifikace eubakterialni DNA (ACt). Nasledné byl
tento rozdil umocnén na zaklad 2 (2°%). V dalsim kroku jsme vypodéetli pfevracenou hodnotu
(1/22¢) a po vynasobeni hodnotou 100 (100 x 1/22%) jsme ziskali podil jednotlivych cilovych
baktérii v celé bakteriadlni populaci v procentech. Absolutni zastoupeni v procentech i
porovnani zastoupeni jednotlivych bakteridlnich druht a cill je pro cely systém klicové,
protozZe kazdy vzorek prasete je pozitivni na E. coli a vétSina vzork( i od zdravych prasat je

nizce pozitivnich napft. na Clostridium perfringens nebo Campylobacter coli.

Pribézné vysledky jsou na obrdzku 1, ale aktualni vysledky po zapocteni dalSich vySetfenych
vzork( lze nalézt na webové strance laboratore https://probio.vri.cz/. U selat pfed odstavem
byla nejcastéji zachycovana E. coli nasledovana Campylobacter coli. U selat se ve zvysené
mife a ve srovnani s vyskytem u prasat po odstavu vyskytovalo Clostridium perfringens a
Clostridioides difficile. U prasat po odstavu byl nej¢astéji zachycovanou baktérii
Campylobacter coli, jehoz zastoupeni bylo vice nez 10x vy$si nez E. coli. Pouze u prasat po
odstavu jsme v nizkém zastoupeni zachvytili salmonely a Brachyspira pilosicoli. Numericky se
ve vy$Sim zastoupeni ve vzorcich od prasat po odstavu ¢astéji vyskytovaly verotoxigenni
kmeny E. coli, zatimco u selat pfed odstavem byly vice nez u prasat po odstavu zachycovany

enterotoxigenni kmeny.
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Obrazek 1. Zastoupeni cilovych druht a kloni ve vzorcich prasat. Zastoupeni bylo
stanoveno ve vzorcich od selat pred odstavem a od odstavenych prasat. Upozoriiujeme na

v vs

logaritmické méfitko na ose Y.

4. Srovnani ,novosti postupt“

Na trhu se vyskytuje spousta produktl na bazi PCR, které detekuji jednotlivé patogeny
prasat. Nékteré sety mohou rozliSovat v jedné reakci i mezi vice cili. Nas pristup se vsak od
ostatnich odlisuje mirou multiplexnosti, tedy Ze v jednom vzorku se analyzuje sou¢asné 15
raznych cil(, véetné komplexniho porovnani procentudlniho zastoupeni jednotlivych

bakterialnich druhd.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Sada PCR je primarné urcena pro kvantifikaci patogen( u selat a prasat s nejasnymi
klinickymi projevy infekce. Sada PCR se ale da pouzit i ve smyslu projekt na farmach. Jednou
z moznosti je klasifikace prasnic na zakladé pfitomnosti enterotoxigennich E. coli v jejich
stfevni mikroflére a odliSném managementu selat od vysoce a nizce pozitivnich prasnic.
Naopak minimalni zastoupeni Cl. perfringens a absence Cl. difficile u prasnic ukazuje, Zze u
selat je tato infekce zejména environmentalniho plvodu. O to vice ale stoji za to sledovat
absolutni zastoupeni téchto agens, protoze pozitivni jsou skoro vSechna selata pred

odstavem a jen prosty kultivacni priikaz nebo prikaz pomoci kvalitativni PCR nema smysl.



6. Ekonomické aspekty

Tento funkéni vzor zjednodusuje diagnostiku, protoZze misto vicero kultivacnich vysetfeni
staci jednou izolovat DNA a poté provést PCR na 15 raznych cild. Misto 15 samostatnych
vySetreni se tak provede jedno jediné. Celkova cena za stanoveni vSech 15 cilt ve
vySetfovaném vzorku je do 2000 K¢, coz je sice vice nez jedno cilené kultivacni vysetteni, ale
pokud by se jednalo o dvé nezavislé kultivace, napf. na pfitomnost E. coli a Salmonella

s doSetfenim ziskanych E. coli na pfitomnost genl pro enterotoxiny, navrhovana multiplex
PCR jiz vyjde levnéji. Navic izolovanou DNA ze vzork( lze vyuZit na vySetreni dalSich cil(i aZ
véetné metagenomického sekvenovani. Izolovanou DNA Ize po dohodé s chovateli
dlouhodobé skladovat a vytvaret tak postupné databanku DNA z trusu hospodarskych zvifat.
| samotny majitel mizZe retrospektivné pozadat o nové vysetieni z uchované DNA, anebo se
tento material da pouzit obecné, anonymné, k retrospektivnimu dosSetfeni na pfitomnost

patogenu, které se teprve v budoucnu objevi.
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