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Sada primem pro detekci Fusobacterium mortiferum pomoci metody PCR v redlném &ase

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni poskytuje sadu primerd pro specifické detekce a kvantifikace
Fusobacterium mortiferum (F. mortiferum) v trusu nebo v obsahu traveniny kufat a slepic
(dribeze) pomoci metody PCR v realném case (real time PCR).

Dosavadni stav techniky

Stievni mikrofléra podstatnym zpiisobem ovlivituje a charakterizuje zdravotni stav hostitele.
Stanovit skladbu stfevni mikrofléry vSak neni snadné, protoZe naprosta vétSina z asi tisice
ruznych bakteridlnich druhd, které kolonizuji travici trakt, jsou striktni anaerobové. Jejich
kultivace se tedy musi provadét za anaerobnich podminek a vzhledem k jejich rGznorodosti pro
mnoho z nich nejsou znamy specifické kultivaéni podminky. Pfitom pod pojmem ,,specifické
kultivacni podminky* je nutno chapat podminky, které umozni rast cilové baktérie a soucasné
potla¢i rlst vSech ostatnich baktérii. Kultivace vybranych baktérii traviciho traktu vcetné
F. mortiferum za Gcelem jejich specifické kvantifikace je proto v souc¢asnosti nemozna.

Problémy spojené se specifickou kultivaci anaerobnich baktérii z traviciho traktu se v posledni
dobé fesi alternativnimi piistupy zalozenymi na prikazu nukleovych kyselin ve vzorcich.
V poslednich 10 letech se velmi rozsifilo stanoveni skladby stievni mikrofléry pomoci nové
generace sekvenovani nukleovych kyselin (next-generation sequencing), které je v piipadé
sledovani skladby bakteridlnich populaci velmi ¢asto spojené s ptedchozi PCR amplifikaci casti
genu pro 16S rRNA. Tento nastroj vSak zlistava pomérné finanéné nakladny a v jednom
stanoveni se obvykle analyzuje vice vzorkll. V laboratofi plivodcd tohoto technického feseni se
napiiklad zpracovava narazové vzdy 160 vzorkl, a tak urcitou dobu trva, nez se nashromazdi
vzorky k analyze. Proto jsou zapotiebi i operativnéj§i metody, u kterych by nebylo potieba cekat
tydny na kumulaci mezi sebou nesouvisejicich vzorkl. Pro tyto potieby se nabizi vyuziti PCR
prisné specifické pro cilovou baktérii. PCR prikaz, ve srovnani s vyuzitim sekvenovani nové
generace, ma vyhodu i v tom, Ze neni ovlivnén poctem kopii genti pro 16S rRNA anebo velikosti
genomu, coZ jsou faktory, které ovliviuji vystupy ze sekvenovani. Ptestoze je tedy PCR
pfimocara volba, problémy vyvstavaji v okamziku navrhu specifickych primert. Typicky neni
znamo, na jaké sekvence je vhodné primery navrhnout, které ¢asti genomu cilové baktérie jsou
pro ni ptisné specifické a které se naopak mohou vyskytovat i v necilovych druzich. Pfi mnozstvi
baktérii, které osidluji travici trakt (cca 1000 riznych druhd u kazdého jedince) a poctu gend,
které kazda baktérie koduje (obvykle 1500 az 5000 gentt u kazdé baktérie v zavislosti na
konkrétnim bakterialnim druhu), je nalezeni cilovych sekvenci a nasledné PCR primerd velmi
narocné.

F. mortiferum nepatii mezi béZnou soucast stfevni mikroflory kufat. Prohledavani databaze
PubMed v srpnu 2018 s kli¢ovymi hesly Fusobacterium AND mortiferum AND chicken nevedlo
k jedinému zaznamu. Pfesto zejména u nosnych typi driibeze na konci snisky ptivodci tohoto
technického feSeni v dobé& poklesu produkce vajec Casto pozorovali narGst F. mortiferum ve
sttevni mikroflofe. Neni zndmo, zda narGst F. mortiferum piedstavuje vlastni p¥i¢inu poklesu
snisky, nebo se jedna o dusledek jinych jevi, které soucasné vedou k poklesu sntisky i nardstu
F. mortiferum. Absence této znalosti viak nebrani vyuziti zastoupeni F. mortiferum ve stfevni
mikroflofe jako negativniho znaku zdravotniho stavu driibeze.

Podminky pro selektivni kultivaci F. mortiferum nejsou znamy. F.mortiferum sice lze
kultivovat na WCHA nebo YCFA agarech za striktn¢ anaerobnich podminek, avSak tyto agary
podporuji rist i mnoha dalSich anaerobnich baktérii. Po vysevu traveniny nebo trusu na uvedené
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kultivaéni pidy pak narostou kolonie tvofené F.mortiferum soucasné se stovkami kolonii
dalSich necilovych bakterii. Pouziti vzorku trusu jako vychoziho materidlu dale zhorSuje
pravdépodobnost kultivaéniho zachytu F. mortiferum, protoze jakakoli expozice trusu velmi
rychle vede k inaktivaci F.mortiferum vzdusnym kyslikem. Kultivaéni kvantifikace
F. mortiferum proto neni mozna, prestoze lze zvySeny vyskyt této baktérie vyuZzit jako negativni
znak zdravotniho stavu drubeze.

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feSeni je sada primer pro real time PCR obsahujici
primery FusoF3: CCCACCAGCTATGCTAAGTGAG (SEQ ID NO. 1),
FusoR3: TGCCGTAGTGATAGCAGAGAGG (SEQ ID NO. 2), které specificky detekuji
F. mortiferum ve vzorcich.

Ve  vyhodném  provedeni —mlze sada  primert  dile  obsahovat  primery
16S_F: TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3) a 16S_R: CGTATTACCGCGGCTGCT
(SEQ ID NO. 4) amplifikujici ¢ast genu pro 16S rRNA u vSech eubaktérii, tato sada je vhodna
pro kvantitativni stanoveni F. mortiferum ve vzorcich.

Sady primerii podle tohoto technického feseni jsou vhodné pro pouziti pfi zpiisobu detekce
bakterie Fusobacterium mortiferum v obsahu traviciho traktu a trusu kufat a slepic (driibeze),
pii némz se ze vzorku izoluje DNA, a nasledné¢ se izolovanda DNA podrobi amplifika¢ni reakci
metodou real-time PCR s primery FusoF3: CCCACCAGCTATGCTAAGTGAG (SEQ ID NO.
1), FusoR3: TGCCGTAGTGATAGCAGAGAGG (SEQ ID NO. 2).

Uvedené primery zajistuji amplifikaci PCR produktu, kterym je 184 bp dlouha ¢ast genu pro
protein prenaSejici melibiosu (melibiose carrier protein). Tato sekvence je specificka pro
F. mortiferum a nedochazi ke kifzovym reakcim s dal$imi mikroorganismy pfitomnymi v trusu
¢i traveniné kurat a slepic. Bylo experimentdlné ovéfeno, ze uvedené primery jevi nejvyssi
specificitu pro stanoveni F. mortiferum z testovanych dvojic primerd.

Pfi pozadavku na kvantitativni stanoveni F. mortiferum ve vzorku Ize dale provést amplifikacni
reakci s primery 16S F: TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3)
a16S_R: CGTATTACCGCGGCTGCT (SEQ ID NO. 4) amplifikujicimi ¢ast genu pro
16SrRNA u vSech eubakterii. Amplifikace eubakterialni DNA se vyuzije ptfi kvantifikaci
F. mortiferum, kdy se vypocte pomér amplifikaéniho produktu specifického pro F. mortiferum
vici amplifikaénimu produktu pro vSechny eubakterie.

Pomér amplifikaéniho produktu specifického pro F. mortiferum se vypocte s vyhodou tak, Ze se
nejprve odeéte Ct hodnota amplifikace F. mortiferum (FusoF3 a R3) od Ct hodnoty amplifikace
eubakterialni DNA (16S_F a R1) ¢imz se ziska rozdil mezi hodnotami Ct (ACt). Nasledné se na
tento rozdil umocni zéklad 2 (22¢Y), vypolte se pfevracena hodnota (1/22¢Y) a vysledek se
vynasobi ¢islem 100 (100 x 1/22¢Y, ¢imz se ziska podil F. mortiferum v celé eubakteridlni
populaci v procentech.

Pted navrhem specifickych primem byly v laboratofi postupn€ izolovany anaerobni baktérie
z traviciho traktu driibeze a u 327 z nich byly stanoveny kompletni sekvence genomu. U vSech
baktérii byly pfedpovézeny vSechny geny, které koduji proteiny. Protoze se v mnoha piipadech
podaftilo ziskat vice neZ jednoho zastupce dan¢ho bakterialniho druhu, bylo mozno porovnat,
které geny se vyskytuji u vSech izolatd cilového druhu a soucasné zcela chybi u vSech necilovych
druhd. V ptipadé F. mortiferum bylo identifikovano 124 genti, které se vyskytly pouze u obou
izolatd F. mortiferum, které byly sekvenovany, a naopak zcela chyb&ly u zbylych 325 baktérii.
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Z téchto gent byly vybrany tfi geny k dalSimu testovani. Pii selekci tfi genti bylo zohlednéno,
aby 1) délka cilovych gent byla vétsi nez 500 bp, ii) se cilové geny vyskytovaly na co nejdelsich
kontizich (contig) po sekvenovani, iii) se cilové geny vyskytovaly uprostfed kontigi a ne na
jejich koncich a iv) aby nazev genu snizoval pravdépodobnost jejich vyskytu na mobilnich
genetickych elementech (byly vylouéeny geny s nazvy transposase, integrase, phage, conjugative
apod), které se mohou vyskytovat v nejednoznacném poctu kopii na genom. S vyuzitim sekvenci
téchto gent byly navrzeny primery pro real time PCR do mist, ve kterych byly sekvence cilovych
gentli u obou nezavislych izolatd F. mortiferum zcela identické. Funk¢&nost navrzenych primerd
byla ovéfena na testovacich vzorcich. Ze tii navrzenych dvojic primert byla urcéena ta dvojice
primerd, ktera na testovacich vzorcich opakované vykazovala nejnizsi hodnoty Ct po analyze
pomoci real time PCR. Funkcénost vybrané sady primert byla nasledné ovefena na readlnych
vzorcich trusu kufat, u kterych bylo zastoupeni F. mortiferum stanoveno jak pomoci real time
PCR s primery podle ptredkladaného technického feSeni, tak i1 sekvenovanim V3 a V4
variabilnich oblasti gend pro 16S rRNA. Vystupy obou metod si odpovidaji, coz znamena, ze

wewr

cey

metodou real time PCR, pouziji-li se pro real time PCR primery podle tohoto technického feseni.

Objasnéni vykresu

Obr. 1. Bodovy korela¢ni graf pro porovnani detekce Fusobacterium mortiferum pomoci real
time PCR a sekvenovanim gent pro 16S rRNA. Vybrané vzorky byly analyzovany ob&éma
postupy a vysledky (vypoctené procentualni zastoupeni stanovené kazdou metodou) jsou
vyneseny na osach X a Y.

Piiklady uskuteénéni technického feseni

Ptiklad 1: Navrh primera pro specifickou detekci F. mortiferum.

Cilovy gen pro protein pfenasejici melibiosu (melibiose carrier protein) se vyskytoval u obou
izolatd F. mortiferum, u kterych byla stanovena kompletni sekvence jejich genomu. Tento gen
se vsak nevyskytoval u zadné dalsi baktérie. V cilovém genu byla i mezi porovnanymi izolaty
pozorovana urcita variabilita, a proto byly primery navrZeny do oblasti, ktera byla u obou izolata
identicka.

Nize jsou zde uvedeny Casti z celé sekvence genu pro protein pienaSejici melibiosu pro oba
izolaty, a to ¢asti, ktera je rozhodujici pro navrh primer. Oblasti odpovidajici primeraim podle
tohoto technického feseni jsou podtrzeny (forward primer - jednoduché podtrZzeni, reverse primer
- dvojité podtrzeni).
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Izolat An397 (SEQ ID HO. 5)

AAMATTATGT TAGL TTO T  TAGUTTTATTAATAGTTTTTACACTTTGTUTTT TOCAACTT G960
GEAAGAGCTATTCC TG TATC TATGGGATATCCTCTTTITTGC T TTAATAGGTATTCCAGTA 1020
GUTGGTTCAGCTTTTATCTTCCCACCAGC TATGC TAAGTGAGATAGGTAGTAAAATTAGT 1080
GAAGAGARATGGAARTAGAATAGAGGGAGTTTGCTTTOGAATTCAMAGGCTTTTTCTTAAAG 1140
ATGGCTTTTATGATATCTATACTTATTTTACCAATCATACTGGT TGCTGGTAATGGAGAT 1200
ATCCTCTC TGO TATCAC TACGECACC TAAAGGAGTAGAAAAATCTGGTATATATCTAACT 12e0
G T T TATAT A T T T TT TTATGATATCATTTTTCT TTTATTATAGATATGAA AL 1329

Tzolat And25 (SEQ ID NO. &)

AR TTATGT TAGC TTGTCTAGC TTTATTAATAGTTTTTACACTTTGTCTTT TCCAACTT G600

GGAAGAGCTATTCCTGTATC TATGGGATATCCTCTTTI TGO T TTAATAGGTATTCCAGTA 10240
GUTGLTTCAGCTTTTATCTTCOCACCRAGC TATGC TARGTGAGATAGHGTAGTARARTTAGT 1080
GAAGAGAATGGARATAGAATAGAGHGAGTT TG T T TGGAATTCAAGGC TTTTTCTTAARG 1140
ATGGCTTTTATGATATCTATACTTATTTTACCAATCATACTGGTTGC TGO TAATGGAGAT 1200
ATCC PO T TGC P ATCAC TACGGCA  C TAAAGGAGTAGAAAAATC TGGTATATATCTAACT 1240
GUTCTTATATCAGC TCTCTCTTTTATGATATCATTTTTCTTTTATTATAGATATGAAGAD 1320

Priklad 2:

V nasledujicim ptikladu byla izolovana DNA z trusu kufat a slepic pomoci QIAmp DNA Stool
kitu (Qiagen, Némecko). Ziskand DNA byla vyuzita jako templat v PCR se tfemi rtiznymi
dvojicemi primert pro pritkaz a kvantifikaci F. mortiferum.

vzorek (vék, d=den/t=tyden) 16S rRNA Fusol Fuso2 Fuso3
kufe 7d 8,91 ND ND ND
kufe 7d 9,25 34,96 40,0 ND
kufe 7d 8,2 ND 35,9 ND
kufe 7d 11,1 ND 35,2 40,0
kufe 15d 9,7 ND ND ND
kufe 21d 10,1 ND 36,1 ND
kufe 29d 9,5 ND 37,4 ND
kufe 35d 9,10 ND 38,05 ND
kufe 35d 9,13 ND 39,0 ND
kure 35d 7,97 ND ND ND
kure 35d 8,17 40,0 ND ND
slepice 31t 7,1 ND 17,9 16,7
slepice 45t 6,6 ND 22,8 21,9
slepice 45t 8,9 ND 30,4 30,9
slepice 53t 6,0 19,87 17,6 17,03
slepice 53t 6,97 20,6 18,5 17,83
primérné Ct 8,54 20,23 20,45 19,76

Legenda k tabulce:
16S rRNA - cilové byly geny pro eubakterialni 16S rRNA, pouzité primery: 16S Fa 16S R

Fusol - cilovy gen byl 2-fosfosulfolaktat fosfatdza (2-phosphosulfolactate phosphatase), pouzity byly
primery navrzené pro tento gen

Fuso2 - cilovy gen byl vnéjsi membranovy receptor systému absorbce haeminu (haemin uptake system



10

15

20

25

30

35

40

45

50

Cz 32248 U1

outer membrane receptor), pouzity byly primery navrzené pro tento gen

Fuso3 - cilovy gen byl protein pfenasejici melibiosu (melibiose carrier protein), pouzité primery: FusoF3
a FusoR3.

ND — nedetekovano

Ze ti1 testovanych dvojic primerii byla nejniz§i hodnota Ct opakované dosahovana u primerta
amplifikujicich ¢ast genu pro protein pienasejici melibiosu. Proto byly jako F.mortiferum
specifické vyhodnoceny primery cilené na gen pro protein prenasejici melibiosu.

Experimentalni schéma

DNA byla izolovana z trusu kuftat a slepic pomoci QIAmp DNA Stool kitu (Qiagen, Némecko).
ZiskandA DNA byla vyuzita jako templat v PCR pro prikaz a kvantifikaci F. mortiferum
a soucasné jako templat pro stanoveni skladby mikroflory pomoci sekvenovani genti pro
16S rRNA. Skladba mikrofléry v testovanych vzorcich byla stanovena sekvenovanim casti gent
pro 16SrRNA, jak jsme popsali diive (Videnska et al. PLoS One 2014;9:e115142). Ze
sekvenacnich dat jsme pro nasledné porovnani vyuzili jen udaje pro F. mortiferum.

Real time PCR ve formatu ,,SybrGreen” byla provedena s vyuzitim SybrGreen Master Mix
(Qiagen, Némecko). Amplifika¢ni podminky se sestavaly z 35 cykli s naslednou denaturaéni
analyzou pro potvrzeni identity vzniklého amplifikacniho produktu. Kazdy cyklus se sestaval
z 30 s inkubace pii 55 °C, 30 s inkubace pii 72 °C a 30 s inkubace pii 94 °C. Po kazdém cyklu se
stanovila fluorescence ve vzorku a ptekroceni prahové hodnoty fluorescence po urcitém cyklu
bylo vyjadieno hodnotou Ct (threshold cycle). Na PCR bezprostiedné navazovala denaturacni
analyza, pti které se vzniklé amplifika¢ni produkty vytemperovaly na 45 °C a v jednovtefinovych
intervalech se postupné zahtivaly az na 95 °C. Pii urcité teploté (teplota Tm, temperature of
melting) doSlo k rozpadu dvousroubovicovych molekul PCR produkti na jednovlaknové
molekuly DNA, ktery byl spojen s uvolnénim barvicky SybrGreen z DNA a poklesem
fluorescence. Protoze teplota rozpadu dvousSroubovice na jednofetézcova vlakna je ovlivnéna
sekvenci, z teploty Tm lze usuzovat na identitu vzniklého PCR produktu. Real time PCR byla
provadéna s primery specifickymi pro F. mortiferum (FusoF3 a FusoR3) a soucasné s primery
16S_F TCCTACGGGAGGCAGCAG a 16S_R CGTATTACCGCGGCTGCT amplifikujicimi
¢ast genu pro 16S rRNA vsech eubaktérii. Amplifikace eubakterialni DNA byla vyuzita pouze
pro kvantifikaci F. mortiferum.

Vysledky

Ze tii testovanych dvojic primerd amplifikujicich ¢asti tfi zcela odlisnych genti byla nejnizsi
hodnota Ct opakované dosahovana u primerd amplifikujicich ¢ast genu pro protein pienasejici
melibiosu. Tato dvojice primeri proto byla ovéfena jako nejvhodnéjsi pro prukaz a kvantifikaci
F. mortiferum. Teplota tani Tm vysledného PCR produktu byla 75,60 °C. Nasledné jsme
kvantifikovali F. mortiferum pomoci real time PCR a soucasné i sekvenovanim V3/V4 &asti
genu pro 16S rRNA v realnych vzorcich. Porovnani zastoupeni F. mortiferum v testovanych
vzorcich stanovené obéma metodami jsme provedli vypoctem korelacnich a regresnich
koeficientil. Korela¢ni koeficient 0,950 i regresni hodnota spolehlivosti R? = 0,9028 (viz Obr. 1)
shodné potvrdily znaénou shodu ve vystupu obou postupi, a tedy relevanci detekce a
kvantifikace F. mortiferum pomoci real time PCR. Navrzend real time PCR definovana
sekvencemi primert je tedy specifickd a vhodna pro kvantifikaci F. mortiferum v realnych
vzorcich trusu nebo obsahu traviciho traktu dribeze.
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SEQUENCE LISTING

<110>  Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi v.v.i.

<120>  Zpusob a sada pro detekci Fusobacterium mortiferum
<130> P2

<160> 6

<170>  Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 22

<212> DNA

<213>  artificial

<220>

<223>  forward primer

<400> 1

cccaccagct atgctaagtg ag 22
<210> 2

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223>  reverse primer

<400> 2

tgccgtagtg atagcagaga gg 22
<210> 3

<211> 18

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223>  forward primer

<400> 3

tcctacggga ggcagcag 18
<210> 4

<211> 18

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223>  reverse primer

<400> 4
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cgtattaccg cggcetgct

<210> 5
<211> 420
<212> DNA

<213>  Fusobacterium mortiferum

<400> 5
aaaattatgt tagcttgtct agctttatta atagttttta cactttgtct tttccaactt

ggaagagcta ttcctgtatc tatgggatat cctctttttg ctttaatagg tattccagta
gctggttcag cttttatctt cccaccagct atgctaagtg agataggtag taaaattagt
gaagagaatg gaaatagaat agagggagtt tgctttggaa ttcaaggctt tttcttaaag
atggctttta tgatatctat acttatttta ccaatcatac tggttgctgg taatggagat
atcctctctg ctatcactac ggcacctaaa ggagtagaaa aatctggtat atatctaact

gctcttatat cagctctctc ttttatgata tcatttttct tttattatag atatgaagag

<210> 6
<211> 420
<212> DNA

<213>  Fusobacterium mortiferum

<400> 6
aaaattatgt tagcttgtct agctttatta atagttttta cactttgtct tttccaactt

ggaagagcta ttcctgtatc tatgggatat cctctttttg ctttaatagg tattccagta
gctggttcag cttttatctt cccaccagct atgctaagtg agataggtag taaaattagt
gaagagaatg gaaatagaat agagggagtt tgctttggaa ttcaaggctt tttcttaaag
atggctttta tgatatctat acttatttta ccaatcatac tggttgctgg taatggagat
atcctctctg ctatcactac ggcacctaaa ggagtagaaa aatctggtat atatctaact

getcttatat cagetctcte tittatgata teatttttct tttattatag atatgaagag

NAROKY NA OCHRANU

18

60

120

180

240

300

360

420

60

120
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1. Sada primert pro detekci bakterie Fusobacterium mortiferum v obsahu traviciho traktu
nebo v trusu dritbeze metodou PCR v realném case, vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery

FusoF3: CCCACCAGCTATGCTAAGTGAG SEQIDNO. 1
a
FusoR3: TGCCGTAGTGATAGCAGAGAGG SEQ ID NO. 2.
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2. Sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje primery
16S_F: TCCTACGGGAGGCAGCAG SEQ ID NO. 3
a

5 16S_R: CGTATTACCGCGGCTGCT SEQ ID NO. 4.

1 vykres
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Zastoupeni stanovené pomoci RT PCR
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Zastoupeni stanovené sekvenovanim 16S rRNA

Obr. 1
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