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Uvedeni problému a cil metodiky

Metodika je zamétfena na zavedeni molekularné-biologickych metod do detekénich
programu bakterialnich patogenii u laboratornich hlodavct.

Hlodavci jsou nejpocetnéjsim fadem savel na svéte, ktery obsahuje na 2000 druhti. Mnohé
z nich jsou také vyznamnymi hostiteli patogenti. Podileji se na pienosu vice nez 85
zoonotickych patogenli, zejména virti a bakterii. Lidstvo je nejvice ovliviiovano druhy
synantropnimi (tedy zijicimi s lidmi v tésném kontaktu), jako jsou mysi ¢i potkani, kteti maji
nezastupitelné misto v oblasti vyzkumu jako laboratorni zvitata (Schmidt a kol., 2014). Mezi
vyznamné bakterialni ptivodce pfenasené laboratornimi hlodavci patii zejména Helicobacter
bilis, Helicobacter typhlonius, Helicobacter hepaticus., Streptococci b-haemolytic (bez
skupiny D). FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations)
doporucuje tyto bakteridlni patogeny, zahrnout do programu monitorovani zdravi v
chovnych nebo pokusnych zafizenich. Kvalita pokusnych zvifat mize také zasadnim
zpusobem ovlivnit pohodu zvifat, kterd ma vliv na reprodukovatelnost a tim i vysledky

vyzkumnych aktivit (Ecuer a kol., 2023).

V soucasné dobé se pro monitoring bakteridlnich onemocnéni vyuzivaji hlavné metody
kultiva¢ni. Avsak zavadéni molekularné-biologickych metod piinasi velkou usporu Casu a
financi a s velkou citlivosti zachycuji onemocnéni. Zavedeni real-time PCR analyz umozni
neinvazivni zdravotni kontroly u zivych zvifat (bez usmrceni a nasledné pitvy) z exkramenti
nebo bukélnich stéri. Metodika cili na vyzkumnéd pracovisté disponujicich kvalitnim
pfistrojovym vybavenim s orientaci na moderni badatelské metody a pfistupy a
diagnostického pracovisté s technickym a znalostnim zdzemim nezbytnym pro aplikaci
modernich postupt:

Real-time PCR:

Pouziti test zalozenych na detekci specifické DNA mize obejit problémy spojené s
konven¢nimi mikrobiologickymi postupy. Nejvétsi vyhoda diagnostickych DNA testl
spoc¢iva v tom, Ze se tyto metody zamétuji na jedinecné slozeni nukleovych kyselin cilového
genomu. Tato detekéni metoda podléha mensi variabilité ve srovnani s diagnostickymi
metodami zalozenymi na principu fenotypové charakterizace. Pro nckteré patogeny byly
protokoly real-time PCR popsany a budou slouzit jako namét pro optimalizaci v odlisnych
podminkach (odlisné ptistrojové vybaveni, reagencie apod.) (Tavares a kol., 2019; Gillespie
& Oliver, 2005; Mitchell, 2017; Baverud a kol., 2007)

Tyto metody PCR umoznuji identifikaci bakterii béhem nékolika hodin. Real-time PCR
vyuziva 5'-3' nukleazovou aktivitu Taq DNA polymerazy pro denaturaci fluorogenni sondy
znacené fluorescencnim reportérovym barvivem a fluorescencnim zhasecim barvivem (Cai
et al., 2003). Béhem amplifikaci se sonda hydrolyzuje, ¢imz se uvolni reportérové barvivo,
coz ma za nasledek zvyseni intenzity fluorescence. Timto postupem je zajisténa specificka
kvantitativni amplifikace pfimo ze vzorkl, které jsou odebirany neinvazivné. Systém
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nespecifického barveni naptf. SYBR Green nebude vyuzivan z divodu mozné tvorby
nespecifickych produktt.

Cilem metodiky je uvést presny metodicky navod pro odbér vzorkii, izolaci DNA, provedeni
real-time PCR analyzy a vyhodnoceni molekuldarnich dat u vyznamnych bakteridlnich
patogenii u laboratornich hlodavcii.
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Vlastni popis metodiky

Uvod

Byl aplikovan TaqMan® systém, ktery vyuziva pro detekci a kvantifikaci PCR produktu
fluorescen¢né znacenych sond. TagMan® sondy jsou jednou z nejpouzivanéjsich detekénich
technik real-time PCR. Oligonukleotidova sonda ma na svém 5 konci fluorescenéni znacku,
ktera se nazyva reportér a na 3” konci se nachazi zhasec. Kdyz je sonda vcelku, zhasec¢
pohlcuje fluorescenci emitovanou reportérem. Béhem amplifikace DNA tseku je sonda
rozstépena pomoci nukledzové aktivity Taq polymerdzy. V disledku toho dojde k
prostorovému odddleni reportéru od zhasece a tim dochédzi k navySeni fluorescence.
Vyhodou je, ze se TagMan® sondy vazou specificky na cilovou sekvenci DNA, tim padem
nedochazi k detekci nespecifickych produktil. (Smarda et al., 2005; Beranek, 2016; Fattahi
etal., 2017).

K vyhodnoceni ziskanych dat lze pouzit absolutni ¢i komparativni (relativni) kvantifikaci.
Absolutni kvantifikace se pouziva v ptipad¢, ze je potieba zjistit skuteény pocet kopii cilové
sekvence DNA ve vzorku. Pfed analyzou vzorkd je nutné sestavit fedici fadu o znamé
koncentraci. Po analyze jednotlivych fedéni je nutné sestavit standardni kfivku. Na zakladé
standardni kiivky lze vypocitat pocet kopii cilové sekvence DNA. V piipad¢, kdy je potieba
porovnat nékolik vzorkd mezi sebou a urcit, u kterého vzorku je kopii cilové DNA vice nebo
méné, pouziva se komparativni kvantifikace (Rutledge a Cote, 2003; Bustin, 2005; Jia, 2012;
Beranek, 2016).

Dale je dulezité ovéfit 1 Ucinnost reakce — tzn. kolikrat se zndsobi pocet specifickych
sekvenci DNA ve vzorku v kazdém cyklu PCR. V idedlnim piipad€ by méla byt G€innost
100 % a neméla by byt nizsi nez 90 %. Pti 100% ucinnosti se v kazdém cyklu PCR pocet
sekvenci ve vzorku zdvojnasobi. (Rutledge a Cote, 2003; Jia, 2012).

Srovnani novosti postupt

Piedkladanou 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 ucelena metodika pro molekularni detekci patogent u laboratornich
hlodavci. Dosud dostupné informace jsou jen dil¢i a rozptylené ve védeckych publikacich a
monografiich (FELASA, 2014).

Vyzkumna nejistota spo¢iva v biologické podstaté. Limitou miiZze byt nedostatecna
rozliSovaci schopnost molekularnich metod ¢i nedostatecna citlivost dana kontaminaci
vzorku nebo pfitomnosti zvifeci DNA. Limity také piedstavuje naroc¢nost techniky a zna¢né
pozadavky na pfistrojové vybaveni, design a organizaci experimentu, dodrZeni vSech
metodickych postupt a i zkuSenost s vlastnim provedenim real-time PCR analyzy a jejim
vyhodnocenim.
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Predkladand metodika pak popisuje vSechny kroky analyzy od odbéru vzorku, pies izolaci
DNA po vlastni real-time analyzu tak, aby bylo dosazeno optimalniho vysledku.

Postup detekce pro patogeny 1 - 8:

Tento systém detekce byl optimalizovan tak, aby byl jednotny pro vsSechny uvedené
patogeny. Tato metodika je optimalizovana specificky pro 8 patogent (Tab. 1), které se
vyskytuji u laboratornich hlodavcu.

Tabulka 1: Optimalizované detek¢ni eseje bakterii

poradi | zkratka cely nazev
eseje
1 SP Streptococcus pneumoniae
2 SPY Streptococcus pyogenes A
3 SAG Streptococcus agalactiae B
4 SEZ Streptococcus equi subsp. zooepidemicus C
5 SDE Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis G
6 HTYP Helicobacter typhlonius
7 HHEP Helicobacter hepaticus
8 HBIL Helicobacter bilis

Primery a sondy

Primery a sondy jsou navrzeny v programu Primer Express™ za vyuziti templatii z celého
genomu nebo unikatnich gend (Beran a kol.). Navrzené primery a sondy jsou in silico
testovany pro zjisténi teoretické specificity pro cilové organismy a vybrané primery a sondy
byly pouzity pro laboratorni testovani. Specificita je testovana na rozsahlém souboru
patogenil u laboratornich hlodavct (Tab. 2). Po ovéfeni sensitivity a specificity jsou vybrany

nejvhodnéjsi primery a sonda pro testovani na vzorcich bukalnich stérti a exkramentt. (Tab
3)

Tabulka 2: Seznam pouzitych izolath

Nazev Sbirka Cislo
sbirky
Bordetella bronchiseptica DSMz 13414
Citrobacter rodentium DSMZzZ 16696
Corynebacterium kutscheri DSMz 20755
Filobacterium rodentium DSMz 100392
Helicobacter hepaticus DSMZ 22909
Helicobacter mastomyrinus DSMZ 22886
Helicobacter bilis Zaklonované
Helicobacter typhlonius fragmenty
Klebsiella oxytoca DSMZ 5175
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Klebsiella pneumoniae DSMZ 4799
Mycoplasma pulmonis DSMz 22144
Pasteurella multocida DSMZ 5282
Pasteurella multocida subsp. multocida | DSMZ 5281
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 DSMZz 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 DSMZzZ 11333
Clostridium perfringens DSMz 25589
Paeniclostridium sordellii DSMz 29974
Clostridioides difficile DSMZzZ 29688
Helicobacter spp DSMZz 113690
Helicobacter spp DSMz 108729

Tabulka 3: Seznam primert a sond pro jednotlivé eseje

Seznam primeru bakterii
zkratka nazev bakterie a sekvence primeru (5°-3) citace
eseje,primeru  a primeru
sondy

1| SP_TagMan_gPC | Streptococcus pneumoniae
R
SP_2020 _F TAAACAGTTTGCCTGTAGTCG Tavares et
SP_2020_R CCCGGATATCTCTTTCTGGA al., 2019
SP_2020_Sonda AACCTTTGTTCTCTCTCGTGGCAGCTCAA
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SPY_TagMan_qgP
CR

Streptococcus pyogenes A

SPY_gPCR_F ACTTCCTCTTTGTCCACTAGCA Hung et al.,
2012

SPY_gPCR_R AATGAGAAACTTACACCAACTGCTAGTT | Tato

SPY_gPCR_Sonda | TTGTTGCTACCGTTTTT metodika

SAG_TagMan_gP | Streptococcus agalactiae B

CR

SAG_F AGCTCTATTAGAAGTACATGCT Gillespie a

SAG_R CATTTGCTGGGCTTGATTATT Oliver, 2005

SAG_Sonda ATCAAGTGACAACTCCACAAGTGGTAA

SEZ_TagMan_gP
CR

Streptococcus equi subsp. zooepidemicus C

SEZ F AGAGCAATTCACAGCAGCA Baverud et
SEZ R ACCAGCCTTATTCACAACCA al., 2007
SEZ_Sonda CAGGCCCAACCTGAGCCAAA
SDE_TagMan_gP | S. dysgalactiae subsp. equisimilis G
CR
SDE _F GGCTGGATCACCTCCTTTCTAAG Tato
SDE_R CCACAAGACCTCTCAAAACTAAATAAGT | metodika
SDE_Sonda AATGGAACACGTTAGGGTC
HTYP_TagMan_q | Helicobacter typhlonius Drazenovic
PCR hetal., 2002
HTYP_F GGACTCTTAAATATGCTCCTAGAGTATTT

TTAA
HTYP_R CGTGTTTGAATGCGTCAAATTG
HTYP_Sonda CTTCTACAATTTTCCTTTTCACTCACGCG

ACTTCTT

HHEP_TagMan_q
PCR

Helicobacter hepaticus

HHEP_F GAGATTAAATTTGGCGGAGGAA
HHEP_R CATTGCATTTGTGATGACTGCA
HHEP_Sonda AGTGCTTGCGCTTTGTGCCATACCA

HBIL_TagMan_gP
CR

Helicobacter bilis

HBIL_F TGGCACAAAATTCTAGTATTTGGAATG
HBIL_R AATTTGCTTGTGCGACAGACACTA
HBIL_Sonda CCGCACAAATTGCTTCACAACATCAAT

Odbér vzorkii

Sondy jsou modifikovany a znateny FAM-BHQ1.
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Odbér vzorkl pro izolaci DNA probiha pii pitvé zvifat (mysi, potkanil) v aseptickych
podminkach nebo také sbérem vzorki z chovnych nadob. Jako vzorky jsou odebirany tkadné
a organy (stfevo, plice apod.), stéry z tlamy, stéry z pradusnice, trus ze stfeva, trus a stéry z
chovnych nadob.

Izolace DNA
Vybér izola¢niho postupu probiha dle pouzitého materialu.

a) DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio)
Tento postup byl vybran v ptipad¢ izolace DNA z trusu a stéra.

Fragmenty (3 - 5 mm) jsou pfeneseny do zkumavek. K vzorku pfidat 75 ul DEP-25 START-
Blue reagens. V ptipad¢é pouziti bukalnich stérii je vlozen konec stérky do zkumavky s 75ul
DEP-25 START-Blue reagens, kde se buriky uvolni promichanim. Vzorky se zahteji na 95°C
po dobu 20 min v teplotnim bloku. Solidni tkan€ nejsou v fad¢ piipadt Gplné 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 pfidani
STOP reagens, se START-Blue reagens zméni na bezbarvy roztok. Pouzije se 1 pl extraktu
jako zdroj templatové DNA pro naslednou real-time PCR.

b) DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen).
Tento postup byl vybran v ptipadé izolace DNA z organti a tkani.

Ustfihnout 2-3mm stieva

Pridat 180 pul BUFFER ATL

Ptidat 20 pl proteinazy K + vortex

Inkubovat a tfepat 1-3h v 56°C (do rozpusteéni tkan€ nebo 1 pies noc)

Vortex 15s (pritlacit vicka, aby neunikala tekutina)

Pridat 200 ul BUFFER AL + vortex a chvilku termoblok, kdyZ se udé¢la kal

Ptidat 200 pl 96% EtOH + vortex

Ptelit obsah mikrozkumavky do kolonky + centrifuga 12000RPM 1min, vzdy vylit,
co protece a vyhodit sbérnou mikrozkumavku

9. Kolonku ptendat do nové mikrozkumavky a ptidat 500 ul BUFFER AW1

10.  Centrifuga 14000RPM 1min, vylit, vyhodit mikrozkumavky a kolonku dat do Cisté
11.  Pridat 500 pl BUFFER AW2

12.  Centrifuga 14000RPM 3min, vylit, vyhodit mikrozkumavky

13.  Kolonku do finalni ¢isté mikrozkumavky s vickem, uz popsana ¢islem vzorku

14.  Pridat 125 pl BUFFER AE, inkubovat RT 1min

15.  Centrifuga 12000RPM 1min

16. 1 pl extraktu jako zdroj templatové DNA pro naslednou real-time PCR.

N Ok owDdPE

Reakéni cyklus real-time PCR
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Real-time PCR probihaji na pfistroji QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems — Life
Technologies, USA). Vsechny reakéni smési jsou V stejnych pomérech dle Tab. 4. Reakéni
cyklus je nastaven se zménou teplot 1,6 °C/s na 10 minut tivodni denaturaci pii 95 °C, 45
cyklt zahrnujici denaturaci 15 s pii 95 °C a annealing 1 minutu pfi 60 °C. VSechny reakce
probihaji ve dvou technickych opakovénich vcetné negativni kontroly bez templatu a
pozitivni kontroly pro stanoveni uspéSnosti reakce. Tento reakéni cyklus je optimalizovan
pro vSechny eseje.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési na 1 vzorek.

Reakéni smés Koncentrace Objem (ul)
Forward primer 10 uM 0,3
Reverse primer 10 uM 0,3
Fluorescenéni sonda (TaqMan ®) 10 uM 0,2
LightCycler® TagMan® Master (Roche s.r.0) --- 7

DEPC H20 - 1,2

DNA (10-100 ng/pl) 1

Celkem 10
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Postup vyhodnoceni:

Pro vSechny eseje jsou stanoveny detekéni limity (LOD), coz jsou minimalni mnoZzstvi
DNA, které je mozné spolehlivé detekovat v zavislosti na prahové hodnoté cyklu (Ct). Tato
hodnota je limitni, kdy Ize hodnotit vzorky. Jako obecné pravidlo plati, Ze vzorky generujici
nizka Ct pravdépodobné obsahuji velké mnozstvi cilové sekvence, zatimco vzorky s
vysokymi Ct obsahuji nizké mnozstvi cilové sekvence. Tyto hodnoty se mohou liSit
Vv zavislosti na pouzitém vybaveni a zpusobu vyhodnocovani. (Tab. 5)

Uginnosti reakei viech eseji jsou stanovena na 99 - 100 %.

Tabulka 5: Stanovené detekéni limity (fg/ ul), Ct

LOD
Esej (fg/ ul) |Ct
SP 33 38
2SPY 296 35
SAG 37 38
SEZ 131 37
SDE 150 40
HTYP |1 35
HHEP |38 35
HBIL 1 33

Piiklad vyhodnoceni real-time PCR analyzy u eseje SP:

Obrazek 1:Vystup zsoftware pro QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems — Life
Technologies, USA)

Amplification Plot

0.070 1
0.065 1
0.060 1
0.055 1
0.050 1
0.045

0.040
0.035

ARn

0.030
0.025
0.020 1
0.015 1
0.010

0.005 10:004719

_——

0.000 }—
-0.005 +—
2

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycle

Pozitivni kontrola 3 ng/ ul; Ct 16
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bakterialnich patogent

Vzorek izolovany z bukalniho stéru mysi, Ct 21
Vzorek izolovany ze stfeva mysi. Ct 30
Pozitivni kontrola 33 fg/ ul = LOD v Ct 38

OCt

Vzorek izolovany z bukélniho stéru zdravé mysi

10



Stehlikova, D. a kol. (2025): Metodika odbéru a izolace DNA a kvantitativni detekce vyznamnych
bakteridlnich patogent

Pouzité pristroje a pomiicky:

e Stérové¢ kartacky

e Skalpel, nlizky

e centrifuga

e centrifuga na PCR desticky
e sada automatickych pipet

e vortex

e tfepaci termoblok

e termostat

e mrazak -20°C

o digestof

e optické PCR desticky, stripy a kryci folie
e Real-time PCR termocykler

Chemikalie:

e ethanol 70%

e DEPC voda

o Kkity na extrakci DNA

e master mix pro real-time-PCR s systémem TagMan ®
e primery

e sondy

11
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Popis uplatnéni metodiky

Vyuziti metodiky pro molekularni detekci bakterialnich patogent u laboratornich hlodavct
je mozné v laboratotich, které se zabyvaji molekularné-biologickymi analyzami. Metodika
v prvni ¢asti zahrnuje teoreticky uvod do problematiky. V praktické ¢ésti jsou uvedeny
ptesné protokoly od piipravy odbéru materialu, izolaci DNA po vlastni provedeni real-time
PCR analyzy a vyhodnoceni.

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizovana K precizni molekularni detekci bakterialnich
patogenil pro hodnoceni zdravotniho stavu chovu laboratornich zvifat.

Optimalizovany byly metody pro analyzu 8 bakterialnich patogenti. A i kdyz jsou techniky
molekularni biologie, molekularni diagnostika jiz pomémné frekventované pouzivané, u
diagnostiky patogenti zvifat se jednd o nové ucelené ptistupy. Tato metodika pak miize
umoznit pfenos znalosti a postupli z akademickych pracovist do bézného provozu
diagnostickych laboratofi.

Uzivatelé metodiky jsou vyzkumné pracovisteé, diagnostické molekularni laboratote, které
mohou dle svych laboratornich moznosti vyuzit analyzy real-time PCR detekce k rozsiteni
portfolia svych postupt a sluzeb. Metodika bude uplatnéna prostfednictvim firmy AnLab
s.r.0. S timto subjektem byla uzaviena smlouva o uplatnéni metodiky.

Ekonomické aspekty

Molekularni analyzy popisované v této metodice budou nedilnou soucésti vySetfovacich
programu zdravotni kontroly dle pozadavkli FELASA pouze ze vzorki odebranych ze zvifat
bez nutnosti jejich utraceni. Tyto vzorky by byly nasledné zaslany kuryrni spole¢nosti do
firmy AnLab s.r.o., takze by odpadla i ¢asové, organizacné a finan¢né narocna pieprava
laboratornich zvitat. Zavedeni real-time PCR ¢asti predev§im vzroste ziskovost, protoze
nadale nebude nutné tuto sluzbu outsourcovat u zahrani¢nich firem.

Pomoci tohoto metodického postupu 1ze objektivné vyhodnotit pfitomnost 8 bakteridlnich
patogenti bez usmrceni zvitat. Pro provedeni analyz je potiebné disponovat vybavenou
molekularné-biologickou laboratoti, kde klicovym pfistrojovym vybavenim je real-time
termocykler. Naklady na analyzu pak pfedstavuji kity pro izolaci. Pro vlastni real-time PCR
analyzu jsou potiebné primery, fluorescenc¢ni specifické sondy a master mixy. Typova cena
analyzy po optimalizaci je pak na trovni 250 K¢ za jeden vzorek plus dale naklady na
pofizeni pfistrojového vybaveni, odpisy, energie, persondl. Pro molekularné biologickou
laboratoi uvedeny metodicky postup muize znamenat zajimavé rozSifeni portfolia
nabizenych sluzeb a ekonomicky piinos v podob¢ zisku z provadénych analyz.
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