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Uvedení problému a cíl metodiky 

Metodika je zaměřena na zavedení molekulárně-biologických metod do detekčních 

programů bakteriálních patogenů u laboratorních hlodavců. 

Hlodavci jsou nejpočetnějším řádem savců na světě, který obsahuje na 2000 druhů. Mnohé 

z nich jsou také významnými hostiteli patogenů. Podílejí se na přenosu více než 85 

zoonotických patogenů, zejména virů a bakterií. Lidstvo je nejvíce ovlivňováno druhy 

synantropními (tedy žijícími s lidmi v těsném kontaktu), jako jsou myši či potkani, kteří mají 

nezastupitelné místo v oblasti výzkumu jako laboratorní zvířata (Schmidt a kol., 2014). Mezi 

významné bakteriální původce přenášené laboratorními hlodavci patří zejména Helicobacter 

bilis, Helicobacter typhlonius, Helicobacter hepaticus., Streptococci b-haemolytic (bez 

skupiny D). FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science Associations) 

doporučuje tyto bakteriální patogeny, zahrnout do programu monitorování zdraví v 

chovných nebo pokusných zařízeních. Kvalita pokusných zvířat může také zásadním 

způsobem ovlivnit pohodu zvířat, která má vliv na reprodukovatelnost a tím i výsledky 

výzkumných aktivit (Ecuer a kol., 2023). 

 

V současné době se pro monitoring bakteriálních onemocnění využívají hlavně metody 

kultivační. Avšak zavádění molekulárně-biologických metod přináší velkou úsporu času a 

financí a s velkou citlivostí zachycují onemocnění. Zavedení real-time PCR analýz umožní 

neinvazivní zdravotní kontroly u  živých zvířat (bez usmrcení a následné pitvy) z exkramentů 

nebo bukálních stěrů. Metodika cílí na výzkumná pracoviště disponujících kvalitním 

přístrojovým vybavením s orientací na moderní badatelské metody a přístupy a 

diagnostického pracoviště s technickým a znalostním zázemím nezbytným pro aplikaci 

moderních postupů: 

 

Real-time PCR: 

Použití testů založených na detekci specifické DNA může obejít problémy spojené s 

konvenčními mikrobiologickými postupy. Největší výhoda diagnostických DNA testů 

spočívá v tom, že se tyto metody zaměřují na jedinečné složení nukleových kyselin cílového 

genomu. Tato detekční metoda podléhá menší variabilitě ve srovnání s diagnostickými 

metodami založenými na principu fenotypové charakterizace. Pro některé patogeny byly 

protokoly real-time PCR popsány a budou sloužit jako námět pro optimalizaci v odlišných 

podmínkách (odlišné přístrojové vybavení, reagencie apod.) (Tavares a kol., 2019; Gillespie 

& Oliver, 2005; Mitchell, 2017; Baverud a kol., 2007) 

 

Tyto metody PCR umožňují identifikaci bakterií během několika hodin. Real-time PCR 

využívá 5′-3′ nukleázovou aktivitu Taq DNA polymerázy pro denaturaci fluorogenní sondy 

značené fluorescenčním reportérovým barvivem a fluorescenčním zhášecím barvivem (Cai 

et al., 2003). Během amplifikací se sonda hydrolyzuje, čímž se uvolní reportérové barvivo, 

což má za následek zvýšení intenzity fluorescence. Tímto postupem je zajištěna specifická 

kvantitativní amplifikace přímo ze vzorků, které jsou odebírány neinvazivně. Systém 
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nespecifického barvení např. SYBR Green nebude využíván z důvodu možné tvorby 

nespecifických produktů. 

 

Cílem metodiky je uvést přesný metodický návod pro odběr vzorků, izolaci DNA, provedení 

real-time PCR analýzy a vyhodnocení molekulárních dat u významných bakteriálních 

patogenů u laboratorních hlodavců.  
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Vlastní popis metodiky 

 

Úvod 

Byl aplikován TaqMan® systém, který využívá pro detekci a kvantifikaci PCR produktu 

fluorescenčně značených sond. TaqMan® sondy jsou jednou z nejpoužívanějších detekčních 

technik real-time PCR. Oligonukleotidová sonda má na svém 5´ konci fluorescenční značku, 

která se nazývá reportér a na 3´ konci se nachází zhášeč. Když je sonda vcelku, zhášeč 

pohlcuje fluorescenci emitovanou reportérem. Během amplifikace DNA úseku je sonda 

rozštěpena pomocí nukleázové aktivity Taq polymerázy. V důsledku toho dojde k 

prostorovému oddálení reportéru od zhášeče a tím dochází k navýšení fluorescence. 

Výhodou je, že se TaqMan® sondy vážou specificky na cílovou sekvenci DNA, tím pádem 

nedochází k detekci nespecifických produktů. (Šmarda et al., 2005; Beránek, 2016; Fattahi 

et al., 2017). 

 

K vyhodnocení získaných dat lze použít absolutní či komparativní (relativní) kvantifikaci. 

Absolutní kvantifikace se používá v případě, že je potřeba zjistit skutečný počet kopií cílové 

sekvence DNA ve vzorku. Před analýzou vzorků je nutné sestavit ředící řadu o známé 

koncentraci. Po analýze jednotlivých ředění je nutné sestavit standardní křivku. Na základě 

standardní křivky lze vypočítat počet kopií cílové sekvence DNA. V případě, kdy je potřeba 

porovnat několik vzorků mezi sebou a určit, u kterého vzorku je kopií cílové DNA více nebo 

méně, používá se komparativní kvantifikace (Rutledge a Cote, 2003; Bustin, 2005; Jia, 2012; 

Beránek, 2016). 

 

Dále je důležité ověřit i účinnost reakce – tzn. kolikrát se znásobí počet specifických 

sekvencí DNA ve vzorku v každém cyklu PCR. V ideálním případě by měla být účinnost 

100 % a neměla by být nižší než 90 %. Při 100% účinnosti se v každém cyklu PCR počet 

sekvencí ve vzorku zdvojnásobí. (Rutledge a Cote, 2003; Jia, 2012). 

 

Srovnání novosti postupů 

Předkládanou metodiku s názvem “Metodika odběru a izolace DNA a kvantitativní detekce 

významných bakteriálních patogenů“ lze hodnotit jako novou metodiku, neboť v současné 

době není k dispozici ucelená metodika pro molekulární detekci patogenů u laboratorních 

hlodavců. Dosud dostupné informace jsou jen dílčí a rozptýlené ve vědeckých publikacích a 

monografiích (FELASA, 2014). 

 

Výzkumná nejistota spočívá v biologické podstatě. Limitou může být nedostatečná 

rozlišovací schopnost molekulárních metod či nedostatečná citlivost daná kontaminací 

vzorku nebo přítomností zvířecí DNA. Limity také představuje náročnost techniky a značné 

požadavky na přístrojové vybavení, design a organizaci experimentu, dodržení všech 

metodických postupů a i zkušenost s vlastním provedením real-time PCR analýzy a jejím 

vyhodnocením.  
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Předkládaná metodika pak popisuje všechny kroky analýzy od odběru vzorku, přes izolaci 

DNA po vlastní real-time analýzu tak, aby bylo dosaženo optimálního výsledku. 

 

Postup detekce pro patogeny 1 - 8: 

Tento systém detekce byl optimalizován tak, aby byl jednotný pro všechny uvedené 

patogeny. Tato metodika je optimalizovaná specificky pro 8 patogenů (Tab. 1), které se 

vyskytují u laboratorních hlodavců.  

 

Tabulka 1: Optimalizované detekční eseje bakterií 

pořadí zkratka 

eseje 

celý název 

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 navrženy v programu Primer ExpressTM za využití templátů z celého 

genomu nebo unikátních genů (Beran a kol.). Navržené primery a sondy jsou in silico 

testovány pro zjištění teoretické specificity pro cílové organismy a vybrané primery a sondy 

byly použity pro laboratorní testování. Specificita je testována na rozsáhlém souboru 

patogenů u laboratorních hlodavců (Tab. 2). Po ověření sensitivity a specificity jsou vybrány 

nejvhodnější primery a sonda pro testování na vzorcích bukálních stěrů a exkramentů. (Tab 

3) 

 

Tabulka 2: Seznam použitých izolátů 

Název Sbírka Číslo 

sbírky 

Bordetella bronchiseptica DSMZ 13414 

Citrobacter rodentium DSMZ 16696 

Corynebacterium kutscheri DSMZ 20755 

Filobacterium rodentium DSMZ 100392 

Helicobacter hepaticus DSMZ 22909 

Helicobacter mastomyrinus DSMZ 22886 

Helicobacter bilis Zaklonované 

fragmenty Helicobacter typhlonius 

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 

(Pasteurella pneumoniae) 

DSMZ 21403 

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. 

zooepidemicus (skupina C) 

DSMZ 20727 

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 

 

Tabulka 3: Seznam primerů a sond pro jednotlivé eseje 

 Seznam primerů bakterií 

 zkratka 

eseje,primeru a 

sondy 

název bakterie a sekvence primeru (5´-3´) citace 

primerů 

1 SP_TaqMan_qPC

R 

Streptococcus pneumoniae    

SP_2020_F  TAAACAGTTTGCCTGTAGTCG Tavares et 

al., 2019 SP_2020_R CCCGGATATCTCTTTCTGGA 

SP_2020_Sonda AACCTTTGTTCTCTCTCGTGGCAGCTCAA 
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2 SPY_TaqMan_qP

CR 

Streptococcus pyogenes A   

SPY_qPCR_F  ACTTCCTCTTTGTCCACTAGCA Hung et al., 

2012 

SPY_qPCR_R     AATGAGAAACTTACACCAACTGCTAGTT Tato 

metodika SPY_qPCR_Sonda TTGTTGCTACCGTTTTT 

3 SAG_TaqMan_qP

CR 

Streptococcus agalactiae B    

SAG_F      AGCTCTATTAGAAGTACATGCT Gillespie a 

Oliver, 2005 SAG_R CATTTGCTGGGCTTGATTATT 

SAG_Sonda ATCAAGTGACAACTCCACAAGTGGTAA 

4 SEZ_TaqMan_qP

CR 

Streptococcus  equi subsp. zooepidemicus C   

SEZ_F AGAGCAATTCACAGCAGCA Båverud et 

al., 2007 SEZ_R ACCAGCCTTATTCACAACCA 

SEZ_Sonda CAGGCCCAACCTGAGCCAAA 

5 SDE_TaqMan_qP

CR 

S. dysgalactiae subsp. equisimilis G    

SDE_F GGCTGGATCACCTCCTTTCTAAG Tato 

metodika SDE_R CCACAAGACCTCTCAAAACTAAATAAGT 

SDE_Sonda AATGGAACACGTTAGGGTC 

6 HTYP_TaqMan_q

PCR 

Helicobacter typhlonius Drazenovic

h et al., 2002 

HTYP_F GGACTCTTAAATATGCTCCTAGAGTATTT

TTAA  

HTYP_R CGTGTTTGAATGCGTCAAATTG 

HTYP_Sonda CTTCTACAATTTTCCTTTTCACTCACGCG

ACTTCTT 

7 HHEP_TaqMan_q

PCR 

Helicobacter hepaticus 

HHEP_F GAGATTAAATTTGGCGGAGGAA  

HHEP_R CATTGCATTTGTGATGACTGCA  

HHEP_Sonda AGTGCTTGCGCTTTGTGCCATACCA 

8 HBIL_TaqMan_qP

CR 

Helicobacter bilis 

HBIL_F TGGCACAAAATTCTAGTATTTGGAATG  

HBIL_R AATTTGCTTGTGCGACAGACACTA  

HBIL_Sonda CCGCACAAATTGCTTCACAACATCAAT 

Sondy jsou modifikovány a značeny FAM-BHQ1.  

 

Odběr vzorků 
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Odběr vzorků pro izolaci DNA probíhá při pitvě zvířat (myší, potkanů) v aseptických 

podmínkách nebo také sběrem vzorků z chovných nádob. Jako vzorky jsou odebírány tkáně 

a orgány (střevo, plíce apod.), stěry z tlamy, stěry z průdušnice, trus ze střeva, trus a stěry z 

chovných nádob.  

 

Izolace DNA  

Výběr izolačního postupu probíhá dle použitého materiálu. 

 

a) DEP-25 DNA Extraction Kit (Top-Bio) 

Tento postup byl vybrán v případě izolace DNA z trusu a stěrů. 

Fragmenty (3 - 5 mm) jsou přeneseny do zkumavek. K vzorku přidat 75 μl DEP-25 START-

Blue reagens. V případě použití bukálních stěrů je vložen konec stěrky do zkumavky s 75μl 

DEP-25 START-Blue reagens, kde se buňky uvolní promícháním. Vzorky se zahřejí na 95oC 

po dobu 20 min v teplotním bloku. Solidní tkáně nejsou v řadě případů úplně solubilizovány; 

to však neovlivní následné použití extraktu pro genotypizaci. Vzorky se ochladí na 

pokojovou teplotu, přidá se 75 μl DEP-25 STOP reagens a obsah se promíchá. Po přidání 

STOP reagens, se START-Blue reagens změní na bezbarvý roztok. Použije se 1 μl extraktu 

jako zdroj templátové DNA pro následnou real-time PCR. 

 

b) DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). 

Tento postup byl vybrán v případě izolace DNA z orgánů a tkání. 

1. Ustřihnout 2-3mm střeva 

2. Přidat 180 μl BUFFER ATL 

3. Přidat 20 μl  proteinázy K + vortex 

4. Inkubovat a třepat 1-3h v 56°C (do rozpuštění tkáně nebo i přes noc) 

5. Vortex 15s (přitlačit víčka, aby neunikala tekutina) 

6. Přidat 200 μl BUFFER AL + vortex a chvilku termoblok, když se udělá kal 

7. Přidat 200 μl 96% EtOH + vortex 

8. Přelít obsah mikrozkumavky do kolonky + centrifuga 12000RPM 1min, vždy vylít, 

co proteče a vyhodit sběrnou mikrozkumavku 

9. Kolonku přendat do nové mikrozkumavky a přidat 500 μl BUFFER AW1 

10. Centrifuga 14000RPM 1min, vylít, vyhodit mikrozkumavky a kolonku dát do čisté 

11. Přidat 500 μl BUFFER AW2 

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

13. Kolonku do finální čisté mikrozkumavky s víčkem, už popsaná číslem vzorku 

14. Přidat 125 μl BUFFER AE, inkubovat RT 1min 

15. Centrifuga 12000RPM 1min 

16. 1 μl extraktu jako zdroj templátové DNA pro následnou real-time PCR. 

 

 

Reakční cyklus real-time PCR 
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Real-time PCR probíhají na přístroji QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems – Life 

Technologies, USA). Všechny reakční směsi jsou v stejných poměrech dle Tab. 4. Reakční 

cyklus je nastaven se změnou teplot 1,6 °C/s na 10 minut úvodní denaturaci při 95 °C, 45 

cyklů zahrnující denaturaci 15 s při 95 °C a annealing 1 minutu při 60 °C. Všechny reakce 

probíhají ve dvou technických opakováních včetně negativní kontroly bez templátu a 

pozitivní kontroly pro stanovení úspěšnosti reakce. Tento reakční cyklus je optimalizován 

pro všechny eseje. 

Tabulka 4: Složení reakční směsi na 1 vzorek. 

Reakční směs Koncentrace Objem (l) 

Forward primer 10 μM 0,3  

Reverse primer 10 μM 0,3  

Fluorescenční sonda (TaqMan ®) 10 μM 0,2 

LightCycler® TaqMan® Master (Roche s.r.o) --- 7 

DEPC H20 --- 1,2 

DNA (10-100 ng/µl) --- 1 

Celkem  10 
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Postup vyhodnocení: 

Pro všechny eseje jsou stanoveny detekční limity (LOD), což jsou minimální množství 

DNA, které je možné spolehlivě detekovat v závislosti na prahové hodnotě cyklu (Ct). Tato 

hodnota je limitní, kdy lze hodnotit vzorky. Jako obecné pravidlo platí, že vzorky generující 

nízká Ct pravděpodobně obsahují velké množství cílové sekvence, zatímco vzorky s 

vysokými Ct obsahují nízké množství cílové sekvence. Tyto hodnoty se mohou lišit 

v závislosti na použitém vybavení a způsobu vyhodnocování. (Tab. 5) 

Účinnosti reakcí všech esejí  jsou stanovena na 99 - 100 %.  

 

Tabulka 5: Stanovené detekční limity (fg/ µl), Ct 

Esej 

LOD 

(fg/ µl) 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 

 

Příklad vyhodnocení real-time PCR analýzy u eseje SP: 

 

Obrázek 1:Výstup z software pro QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems – Life 

Technologies, USA) 

Pozitivní kontrola 3 ng/ µl; Ct 16 
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Vzorek izolovaný z bukálního stěru myši, Ct 21 

Vzorek izolovaný ze střeva myši. Ct 30 

Pozitivní kontrola 33 fg/ µl = LOD v Ct 38 

      Ct 

Vzorek izolovaný z bukálního stěru zdravé myši 

Blank 
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Použité přístroje a pomůcky: 

 

 Stěrové kartáčky 

 Skalpel, nůžky 

 centrifuga 

 centrifuga na PCR destičky 

 sada automatických pipet 

 vortex 

 třepací termoblok 

 termostat 

 mrazák -20°C 

 digestoř 

 optické PCR destičky, stripy a krycí fólie  

 Real-time PCR termocykler 

 

 

Chemikálie: 

 

 ethanol 70% 

 DEPC voda 

 kity na extrakci DNA 

 master mix pro real-time-PCR s systémem TaqMan ® 

 primery 

 sondy 
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Popis uplatnění metodiky 

Využití metodiky pro molekulární detekci bakteriálních patogenů u laboratorních hlodavců 

je možné v laboratořích, které se zabývají molekulárně-biologickými analýzami. Metodika 

v první části zahrnuje teoretický úvod do problematiky. V praktické části jsou uvedeny 

přesné protokoly od přípravy odběru materiálu, izolaci DNA po vlastní provedení real-time 

PCR analýzy a vyhodnocení. 

 

Tato metodika byla vyvinuta a optimalizována k precizní molekulární detekci bakteriálních 

patogenů pro hodnocení zdravotního stavu chovu laboratorních zvířat. 

Optimalizovány byly metody pro analýzu 8 bakteriálních patogenů. A i když jsou techniky 

molekulární biologie, molekulární diagnostika již poměrně frekventovaně používané, u 

diagnostiky patogenů zvířat se jedná o nové ucelené přístupy. Tato metodika pak může 

umožnit přenos znalostí a postupů z akademických pracovišť do běžného provozu 

diagnostických laboratoří. 

 

Uživatelé metodiky jsou výzkumná pracoviště, diagnostické molekulární laboratoře, které 

mohou dle svých laboratorních možností využít analýzy real-time PCR detekce k rozšíření 

portfolia svých postupů a služeb. Metodika bude uplatněna prostřednictvím firmy AnLab 

s.r.o. S tímto subjektem byla uzavřena smlouva o uplatnění metodiky. 

 

Ekonomické aspekty  

Molekulární analýzy popisované v této metodice budou nedílnou součástí vyšetřovacích 

programů zdravotní kontroly dle požadavků FELASA pouze ze vzorků odebraných ze zvířat 

bez nutnosti jejich utracení. Tyto vzorky by byly následně zaslány kurýrní společností do 

firmy AnLab s.r.o., takže by odpadla i časově, organizačně a finančně náročná přeprava 

laboratorních zvířat. Zavedení real-time PCR části především vzroste ziskovost, protože 

nadále nebude nutné tuto službu outsourcovat u zahraničních firem. 

 

Pomocí tohoto metodického postupu lze objektivně vyhodnotit přítomnost 8 bakteriálních 

patogenů bez usmrcení zvířat. Pro provedení analýz je potřebné disponovat vybavenou 

molekulárně-biologickou laboratoří, kde klíčovým přístrojovým vybavením je real-time 

termocykler. Náklady na analýzu pak představují kity pro izolaci. Pro vlastní real-time PCR 

analýzu jsou potřebné primery, fluorescenční specifické sondy a master mixy. Typová cena 

analýzy po optimalizaci je pak na úrovni 250 Kč za jeden vzorek plus dále náklady na 

pořízení přístrojového vybavení, odpisy, energie, personál. Pro molekulárně biologickou 

laboratoř uvedený metodický postup může znamenat zajímavé rozšíření portfolia 

nabízených služeb a ekonomický přínos v podobě zisku z prováděných analýz.  
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