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Sada primera pro detekci Megasphaera elsdenii pomoci metody PCR v realném ¢éase

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni poskytuje sadu primerd pro specifické detekce a kvantifikace
Megasphaera elsdenii (M. elsdenii) v trusu nebo v obsahu traveniny kufat a slepic (dribeze)
pomoci metody PCR v redlném case (real time PCR).

Dosavadni stav techniky

Stfevni mikroflora podstatnym zplisobem ovliviiuje a charakterizuje zdravotni stav hostitele.
Stanovit skladbu stfevni mikroflory vSak neni snadné, protoZe naprosta vétSina z asi tisice
riznych bakterialnich druhti, které kolonizuji travici trakt, jsou striktni anaerobové. Jejich
kultivace se tedy musi provadét za anaerobnich podminek a vzhledem k jejich riznorodosti pro
mnoho z nich nejsou znamy specifické kultiva¢ni podminky. Pfitom pod pojmem ,,specifické
kultiva¢ni podminky* je nutno chapat podminky, které umozni rast cilové baktérie a soucasné
potlac¢i rlst vSech ostatnich baktérii. Kultivace vybranych baktérii traviciho traktu vcetné
M. elsdenii za uc¢elem jejich specifické kvantifikace je proto v soucasnosti nemozna.

Problémy spojené se specifickou kultivaci anaerobnich baktérii z traviciho traktu se v posledni
dob¢ fesi alternativnimi piistupy zaloZzenymi na prikazu nukleovych kyselin ve vzorcich.
V poslednich 10 letech se velmi rozsitfilo stanoveni skladby stfevni mikrofléry pomoci nové
generace sekvenovani nukleovych kyselin (next-generation sequencing), které je v piipadé
sledovani skladby bakteridlnich populaci velmi Casto spojené s ptedchozi PCR amplifikaci ¢asti
genu pro 16SrRNA. Tento nastroj vSak zustava pomérné finanéné¢ nakladny a v jednom
stanoveni se obvykle analyzuje vice vzorkd. V laboratofi pivodcii tohoto technického feseni se
napiiklad zpracovava ndrazové vzdy 160 vzorkl, a tak uritou dobu trva, nez se nashromazdi
vzorky k analyze. Proto jsou zapotiebi i operativnéj$i metody, u kterych by nebylo potieba ¢ekat
tydny na kumulaci mezi sebou nesouvisejicich vzorkl. Pro tyto potieby se nabizi vyuziti PCR
ptisn¢ 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
genomt, coz jsou faktory, které ovliviiuji vystupy ze sekvenovani. Prestoze je tedy PCR
ptimocard volba, problémy vyvstavaji v okamziku navrhu specifickych primerii. Typicky neni
znamo, na jaké sekvence je vhodné primery navrhnout, které ¢asti genomu cilové baktérie jsou
pro ni piisné specifické a které se naopak mohou vyskytovat i v necilovych druzich. Pfi mnozstvi
baktérii, které osidluji travici trakt (cca 1000 riznych druhii u kazdého jedince) a pocétu gend,
které kazda baktérie koduje (obvykle 1500 az 5000 genit u kazdé baktérie v zavislosti na
konkrétnim bakteridlnim druhu), je nalezeni cilovych sekvenci a nasledné PCR primerd velmi
narocné.

M. elsdenii je béZnou soucasti sttevni mikroflory vSech teplokrevnych Zzivodichd, tedy ptakd
asavet, u kterych tvofi okolo 0,5 % z celkové mikroflory. U kufat v komeréni produkci se
Vv travicim traktu objevuje od 10. tydne zivota (Videnska P, Sedlar K, Lukac M, Faldynova
M, Gerzova L, Cejkova D, Sisak F, Rychlik 1. Succession and replacement of bacterial
populations in the caecum of egg laying hens over their whole life. PLoS One 2014;9:e115142).
M. elsdenii patii mezi vyznamné producenty butyratu (Polansky O, Sekelova Z, Faldynova
M, Sebkova A, Sisak F, Rychlik I. Important metabolic pathways and biological processes
expressed by chicken cecal microbiota. Appl Environ Microbiol 2015;82:1569-76). Produkce
butyratu ma ptitom pozitivni vliv na funkei traviciho traktu, protoze potlacuje virulenci patogent
jako napft. Salmonella Enteritidis (Gantois |, Ducatelle R, Pasmans F, Haesebrouck F, Hautefort
I, Thompson A, Hinton JC, Van Immerseel F. Butyrate specifically down-regulates salmonella
pathogenicity island 1 gene expression. Appl Environ Microbiol 2006;72:946-9). Butyrat je
soucasn¢ preferovany zdroj energie epitelialnich bun€k v travicim traktu (Fleming SE, Fitch MD,
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DeVries S, Liu ML, Kight C. Nutrient utilization by cells isolated from rat jejunum, cecum and
colon. J Nutr 1991;121:869-878) a posiluje integritu stfevniho epitelu (Kelly CJ, Zheng L,
Campbell EL, Saeedi B, Scholz CC, Bayless AJ, Wilson KE, Glover LE, Kominsky DJ,
Magnuson A, Weir TL, Ehrentraut SF, Pickel C, Kuhn KA, Lanis JM, Nguyen V, Taylor CT,
Colgan SP. Crosstalk between microbiota-derived short-chain fatty acids and intestinal epithelial
HIF augments tissue barrier function. Cell Host Microbe. 2015;17:662-671). M. elsdenii navic
muze ucinné kolonizovat travici trakt driibeze od prvnich dni zivota kufat a lze o ni uvazovat
jako o baktérii s probiotickym potencidlem (dosud nepublikované vysledky). VSechny tyto
skute¢nosti znamenaji, ze piitomnost M. elsdenii je pozitivnim znakem zdravotniho stavu,
a naopak ubytek nebo absence je indikatorem nezadouciho sloZeni stfevni mikroflory a nespravné
funkce traviciho traktu.

Podminky pro selektivni kultivaci M. elsdenii nejsou znamy. M. elsdenii sice Ize kultivovat na
WCHA nebo YCFA agarech za striktné anaerobnich podminek, avsak tyto agary podporuji rust
i mnoha dalSich anaerobnich baktérii. Po vysevu traveniny nebo trusu na uvedené kultivaéni ptdy
pak narostou kolonie tvofené M. elsdenii soucasné se stovkami kolonii dalSich necilovych
bakterii. Pouziti vzorku trusu jako vychoziho materidlu dale zhorSuje pravdépodobnost
kultivaéniho zachytu M. elsdenii, protoze jakakoli expozice trusu velmi rychle vede k inaktivaci
M. elsdenii vzdusnym kyslikem. Kultivaéni kvantifikace M. elsdenii proto neni mozna, a to
i pfesto, ze tuto baktérii lze povaZzovat za priznak dobrého zdravotniho stavu a funk¢niho
traviciho systému.

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feSeni je sada primerit pro metodu PCR v redlném case
(real time PCR) obsahujici primery Megasph F3: ACGTCAACGAAGCCGAATACA (SEQ ID
NO. 1), Megasph_R3: CGACGACCATGAACTGAATG (SEQ ID NO. 2), které specificky
detekuji M. elsdenii ve vzorcich.

Ve  vyhodném  provedeni —mlze sada  primert  dale  obsahovat  primery
16S_F1: TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3)
a16S_R1: CGTATTACCGCGGCTGCT (SEQ ID NO. 4) amplifikujici ¢ast genu pro 16S rRNA
u vSech eubaktérii, tato sada je vhodna pro kvantitativni stanoveni M. elsdenii ve vzorcich.

Sady primerti podle tohoto technického feSeni jsou vhodné pro pouziti pii zptsobu detekce
bakterie Megasphaera elsdenii v obsahu traviciho traktu a trusu driibeze, pfi némz se ze vzorku
izoluje DNA, a nasledné se izolovana DNA podrobi amplifika¢ni reakci metodou real time PCR
sprimery  Megasph F3: ACGTCAACGAAGCCGAATACA (SEQ ID NO. 1),
Megasph_R3: CGACGACCATGAACTGAATG (SEQ ID NO. 2).

Uvedené primery zajist'uji amplifikaci PCR produktu, kterym je 135 bp dlouha ¢ast genu pro
glukaratovy transportér (glucarate transporter). Tato sekvence je specificka pro M. elsdenii
anedochazi ke kiizovym reakcim s dal§imi mikroorganismy pfitomnymi v kufecim trusu ¢i
traveniné. Bylo experimentalné ovéreno, Ze uvedené primery jevi nejvyssi specificitu pro
stanoveni M. elsdenii z testovanych dvojic primerd.

Pii pozadavku na kvantitativni stanoveni M. elsdenii ve vzorku lze dale provést amplifika¢ni
reakci s primery 16S_Fl: TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3)
a16S_R1: CGTATTACCGCGGCTGCT (SEQ ID NO. 4) amplifikujicimi cast genu pro
16S rRNA u vSech eubakterii. Amplifikace eubakterialni DNA se vyuzije pti kvantifikaci
M. elsdenii, kdy se vypocte pomér amplifikaéniho produktu specifického pro M. elsdenii vuci
amplifika¢nimu produktu pro vSechny eubakterie.

Pomér amplifika¢niho produktu specifického pro M. elsdenii se vypocte s vyhodou tak, ze se
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nejprve odeéte Ct hodnota amplifikace M. elsdenii (Megasph_F3 a R3) od Ct hodnoty
amplifikace eubakterialni DNA (16S_F1 a R1) ¢imz se ziska rozdil mezi hodnotami Ct (ACt).
Nasledné se na tento rozdil umocni zdklad 2 (22, vypodte se prevracena hodnota (1/24CY)
avysledek se vynasobi ¢islem 100 (100 x 1/22°Y), ¢imz se ziska podil M. elsdenii v celé
eubakterialni populaci v procentech.

Pfed navrhem specifickych primerti byly postupné izolovany anaerobni baktérie z traviciho traktu
dritbeze a u 327 z nich byly stanoveny kompletni sekvence genomu. U vSech baktérii byly
ptedpovézeny vSechny geny, které kdduji proteiny. Protoze se v mnoha piipadech podaftilo ziskat
vice nez jednoho zastupce daného bakteridlniho druhu, bylo mozno porovnat, které geny se
vyskytuji u vSech izolati cilového druhu a soucasné zcela chybi u vSech necilovych druhti.
V piipadé M. elsdenii jsme identifikovali 32 genu, které se vyskytly pouze u obou izolati
M. elsdenii, které jsme sekvenovali, a naopak zcela chybély u zbylych 325 baktérii. Z téchto genti
byly vybrany tfi geny k dal$imu testovani. Pii selekci tfi genti bylo zohlednéno, aby i) délka 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
vyloueny geny s nazvy transposase, integrase, phage, conjugative apod), které se mohou
vyskytovat v nejednoznacném poctu kopii na genom. Funkénost navrzenych primerd byla
ovefena na testovacich vzorcich a ze tfi navrzenych dvojic primeri byla uréena ta dvojice
primerd, ktera na testovacich vzorcich opakované vykazovala nejniz§i hodnoty Ct po analyze
pomoci real time PCR. Funkcnost vybrané sady primerii byla nasledn¢ ovéfena na realnych
vzorcich trusu kufat, u kterych bylo zastoupeni M. elsdenii stanoveno jak pomoci real time PCR
s primery podle predkladaného technického feseni, tak i sekvenovanim V3 a V4 variabilnich
oblasti genti pro 16S rRNA. Vystupy obou metod si odpovidaji, coz znamena, Ze stejné
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i jednodussi a prakti¢téjsi metodou real time PCR, pouziji-li se pro real time PCR primery podle
tohoto technického feSeni.

Objasnéni vykresu

Obr. 1. Bodovy korelaéni graf pro porovnani detekce M. elsdenii pomoci real time PCR
a sekvenovanim genti pro 16S rRNA. Vybrané vzorky byly analyzovany ob&ma postupy
a vysledky (vypoctené procentualni zastoupeni stanovené kazdou metodou) jsou vyneseny na
osach X a'Y.

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Piiklad 1: Navrh primert pro specifickou detekci M. elsdenii

Cilovy gen pro glukaratovy transportér (glucarate transporter) se vyskytoval u obou izolatt
M. elsdenii, 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
pozorovéana urcita variabilita, a proto byly primery navrZeny do oblasti, ktera byla u obou izolati
identicka. NiZe jsou zde uvedeny ¢asti z celé sekvence genu pro glukaratovy transportér pro oba
izolaty, a to Casti, ktera je rozhodujici pro navrh primerd. Oblasti odpovidajici primerim podle
technického feseni jsou podtrzeny (forward primer — jednoduché podtrzeni, reverse primer —
dvojité podtrzeni).



Cz 32249 U1

Izolat AnZES (SEQ ID NO. 3)

CCCGTCETCGECCCGGCCAT TACGETCGCCCTCATGGCCGCCATGGGCTGGCATGCCGTA 540
TTCATCATCTTCGGCCTCGTCGGCATCGTCCTGGCCTGGGTATGGCACAARTACGCCCAC 600
GATAACCCEGCTCACAGCCCCTACGTCAACGAAGCCGAATACGCTCATATCACCGAAGEE 650
CGCGCCGECTGCCAGTGAAAAGAAAAGCGTCGCCCCGTGGAGCARMAT TCCTCCGCTCGTC 720
CAGTTCTGEGCCETCGEEATTCAGTTCATGETCGTCGRC TACATCATGTACGTCTTCCTG 780
GCCTEGCTECCCCTETACCTGACGGAAGTGCACAACCTGTCCCTGAAAGCTATGGGCATC 840
TGGGCTTCCTTCCCGTGGATCGCCCTCATGGCCATGGTCTTCGTCGCCGGTTATATTTCC 500

Izolat An771 (SEQ ID NO. 6)

T TG G CATTACGGRTCGCCCTCATGGRUCGUCAT GGG TRGCAT GCCGTA 5440
TT AT AT T TG T T GE AT CGT OO T GG TGEGTATGECACAAATACGUCCAT 600
GATAAC GG TCACAGTCCCTACGTCAACGAAGCCGAATAC GO TCATAT CACCGAMGET eel
S T G A G T GAAR A GARRRGCGTCEC T CGTGEAGCARATTCCTCCGOTOGETCL 720
CAGTTCTGEGCCETCGEEAT TCAGTTCATGETCGTCGACTACATCATGTACGTCTTCCTG 730
G T TG T T AT A GEAAGT G ACARCCTETCCCTGARAGTC TATGGGCGTC 540
TG T T T T T GGeAT G TCATGGCCATGGTCTTCGTCGCCGGCTATATTTCT a0
Priklad 2:

V nasledujicim piikladu byla izolovana DNA z trusu kutat pomoci QIAmp DNA Stool kitu
(Qiagen, Némecko). Ziskana DNA byla vyuzita jako templat v PCR se tfemi riznymi dvojicemi
primert pro prukaz a kvantifikaci M. elsdenii.

Vzorek 16S rRNA Megasph1 Megasph2 Megasph3
éista kultura 1 11,56 17,50 17,47 17,48
Cista kultura 2 12,08 17,35 16,75 17,05
kure 1 12,06 17,0 16,1 16,5
kufe 2 11,60 ND ND ND
kufe 3 11,67 27,98 ND ND
kufe 4 11,99 ND ND 32,66
kufe 5 16,62 ND ND ND
kure 6 17,3 ND ND 32,78
kufe 7 17,59 30,07 29,19 29,69
prumérmé Ct 13,60889 17,29 16,78 17,01

Legenda k tabulce:
16S rRNA — cilové byly geny pro eubakterialni 16S rRNA, pouzité primery 16S_F1, 16S RI.

Megasphl — cilovy gen byl hemin ABC transportér, permeaza (hemin ABC transporter, permease protein),
pouzity byly primery cilené na tento gen

Megasph2 — cilovy gen byl methionin gama-lyaza (methionine y-lyasa), pouzity byly primery cilené na
tento gen

Megasph3 — cilovy gen byl glukaratovy transportér (glucarate transporter), pouzité primery: Megasph F3,
Megasph_R3.

ND - nedetekovano

Ze tii testovanych dvojic primert byla nejnizsi hodnota Ct dosahovana u primert amplifikujicich
¢ast genu pro methionin gama-lyazu (methionine y-lyase). U genu pro glukaratovy transportér
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byla Ct hodnota o 0,2 cykly vys$si neZz pti amplifikaci ¢asti genu pro methionin gama-lyazu.
V mezidobi vSak byl izolovan a sekvenovan dal$i nezavisly izolat M. elsdenii An771.
Porovnanim sekvenci primerd a celogenomovych sekvenci M. elsdenii An286 a An771 bylo
zjisténo, ze dostupné kmeny se odlisuji v sekvencich genu pro methionin gama-lydzu v misté
navrhu reverse primeru. Naopak, sekvence gendl pro glukaritovy transportér v misté navrhu
forward i reverse primert byly u obou kmenii identické. Proto byly jako M. elsdenii specifické
primery identifikovany primery cilené na gen pro glukaratovy transportér.

Experimentalni schéma

Byla izolovana DNA z trusu kutat pomoci QIAmp DNA Stool kitu (Qiagen, Némecko). Ziskana
DNA byla vyuzita jako templat v PCR pro prukaz a kvantifikaci M. elsdenii a soucasné jako
templat pro stanoveni skladby mikroflory pomoci sekvenovani geni pro 16S rRNA. Skladba
mikroflory v testovanych vzorcich byla stanovena sekvenovanim ¢asti gentt pro 16S rRNA, jak
jsme popsali diive (Videnska et al. PLoS One 2014;9:¢115142). Ze sekvenaénich dat jsme pro
nasledné porovnani vyuzili jen tidaje pro M. elsdenii.

Real time PCR ve formatu ,,SybrGreen* byla provedena s vyuzitim SybrGreen Master Mix
(Qiagen, Némecko). Amplifika¢ni podminky se sestavaly z 35 cyklti s naslednou denaturacni
analyzou pro potvrzeni identity vzniklého amplifikaéniho produktu. Kazdy cyklus se sestaval
z 30 s inkubace pii 55 °C, 30 s inkubace pti 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 bezprostiedn¢ navazovala denaturacni
analyza, pii 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 jednotfetézcova vlakna je ovlivnéna
sekvenci, z teploty Tm lze usuzovat na identitu vzniklého PCR produktu. Real time PCR byla
provadéna s primery specifickymi pro M. elsdenii (Megasph F3, Megasph R3) a soucasné
sprimery 16S_F1 TCCTACGGGAGGCAGCAG a 16S_R1 CGTATTACCGCGGCTGCT
amplifikujicimi ¢ast genu pro 16S rRNA vsech eubaktérii. Amplifikace eubakterialni DNA byla
vyuzita pouze pro kvantifikaci M. elsdenii.

Vysledky

Ze tii testovanych dvojic primert amplifikujicich casti tii zcela odlisSnych gent byly jako
M. elsdenii specifické primery vyhodnoceny primery vedouci k amplifikaci ¢asti genu pro
glukaratovy transportér. Tato dvojice primerd je povazovana za nejvhodnéj$i pro prukaz
a kvantifikaci M. elsdenii. Teplota tani Tm vysledného PCR produktu byla 84,77 °C. Nasledné
jsme kvantifikovali M. elsdenii pomoci real time PCR a soucasné¢ i sekvenovanim V3/V4 ¢asti
genu pro 16SrRNA v realnych vzorcich. Porovnani zastoupeni M. elsdenii v testovanych
vzorcich stanovené obéma metodami jsme provedli vypoctem korelacnich a regresnich
koeficientil. Korela¢ni koeficient 0,818 i regresni hodnota spolehlivosti R? = 0,6539 (viz Obr. 1)
shodné potvrdily zna¢nou shodu ve vystupu obou postupi, a tedy relevanci detekce
a kvantifikace M. elsdenii pomoci real time PCR. Navrzena real time PCR definovana
sekvencemi primert je tedy specificka a vhodna pro kvantifikaci M. elsdenii v realnych vzorcich
trusu nebo obsahu traviciho traktu driibeze.
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SEQUENCE LISTING

<110>  Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v.v.i.
<120>  Zpusob a sada pro detekci Megasphaera elsdenii
<130> P3

<160> 6

<170>  Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 21

<212> DNA

<213>  artificial

<220>

<223>  forward primer

<400> 1

acgtcaacga agccgaatac a 21
<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223>  reverse primer

<400> 2

cgacgaccat gaactgaatg 20
<210> 3

<211> 18

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223>  forward primer

<400> 3

tcctacggga ggcageag 18
<210> 4

<211> 18

<212> DNA

<213> artificial
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<220>
<223>  reverse primer

<400> 4
cgtattaccg cggetgct

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

<213>  Megasphaera elsdenii

<400> 5
ccegtegteg geecggccat tacggtegec ctcatggeeg ccatgggetg geatgecgta

ttcatcatct tcggectegt cggeategte ctggectggg tatggcacaa atacgeccac
gataacccgg ctcacagecc ctacgtcaac gaagecgaat acgctcatat caccgaagge
cgegecgcetg ccagtgaaaa gaaaagegte gecccgtgga geaaattect cegetegtee
cagttctggg ccgtcggcat tcagttcatg gtcgtcgact acatcatgta cgtcttectgy
geetggetge cectgtacct gacggaagtg cacaacctgt cectgaaage tatgggeatce

tgggcttect tccegtggat cgeccteatg gecatggtet tegtegeegg ttatatttee

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

<213> Megasphaera elsdenii

<400> 6
ccegtegteg geecggecat tacggtegec ctcatggecg ceatgggetg geatgeegta

ttcatcatct tcggectcgt cggeatcgte ctggectggg tatggcacaa atacgeecac
gataacccgg ctcacagccc ctacgtcaac gaagecgaat acgcetcatat caccgaagge
cgegeegetg ccagtgaaaa gaaaagegtc gececgtgga geaaattect cegetegtee
cagttctggg ccgtcggeat tcagttcatg gtcgtcgact acatcatgta cgtcttectg
gcctggetge cectgtacct gacggaagtg cacaacctgt ccctgaaage tatgggegte

tgggcttctt tccegtggat cgeccteatg gecatggtet tegtegecgg ctatatttct
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primerti pro detekci bakterie Megasphaera elsdenii ve vzorcich metodou PCR
Vv realném case, vyznacujici se tim, Zze obsahuje primery

Megasph_F3: ACGTCAACGAAGCCGAATACA SEQIDNO. 1

a

Megasph_R3: CGACGACCATGAACTGAATG SEQ ID NO. 2.

2. Sada podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje primery
16S_F1: TCCTACGGGAGGCAGCAG SEQ ID NO. 3
a

16S_R1: CGTATTACCGCGGCTGCT SEQ ID NO. 4.

1 vykres
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