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Zpusob detekce Faecalibacterium
prausnitzii pomoci metody PCR v realném
Case a sada primert pro tento zptisob
detekce F. prausnitzii

Anotace:

Predkladané feseni poskytuje zpusob specifické detekce
bakterie Faecalibacterium prausnitzii v obsahu traviciho
traktu nebo trusu driibeze, pti némz se ze vzorku izoluje
DNA, a nasledné se izolovand DNA podrobi amplifika¢ni
reakci metodou real-time PCR s primery

FaecF2: CGAGGGCCTGGACTTCATCAAG,

FaecR2: GCCGGTGATCCACTCGTTGGAC.
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Zpisob detekce Faecalibacterium prausnitzii pomoci metody PCR v realném case a sada
primeri pro tento zpusob detekce F. prausnitzii

Oblast techniky

Predkladany vynalez poskytuje zplsob specifické detekce a kvantifikace Faecalibacterium
prausnitzii (F. prausnitzii) v trusu nebo v obsahu trdveniny kufat a slepic pomoci metody PCR v
redlném case (real time PCR). Dale vynalez poskytuje sadu primerd pro pouziti pii tomto
zpisobu detekce F. prausnitzii.

Dosavadni stav techniky

Stievni mikrofléra podstatnym zpisobem ovliviiuje a charakterizuje zdravotni stav hostitele.
Stanovit skladbu stfevni mikrofléry vSak neni snadné, protoZe naprosta vétSina z asi tisice
ruznych 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 zndmy specifické kultivaéni podminky. Pfitom pod pojmem ,,specifické
kultiva¢ni podminky* je nutno chapat podminky, které umozni rist cilové bakterie a soucasné
potla¢i rust vSech ostatnich bakterii. Kultivace vybranych bakterii traviciho traktu vcetné F.
prausnitzii za u€elem jejich specifické kvantifikace je proto v soucasnosti nemozna.

Problémy spojené se specifickou kultivaci anaerobnich baktérii z traviciho traktu se v posledni
dobé ftesi alternativnimi piistupy zalozenymi na prikazu nukleovych kyselin ve vzorcich. V
poslednich 10 letech se velmi rozsifilo stanoveni skladby stfevni mikroflory pomoci nové
generace sekvenovani nukleovych kyselin (next-generation sequencing), které je v piipadé
sledovani skladby bakterialnich populaci velmi €asto spojené s pfedchozi PCR amplifikaci ¢asti
genu pro 16S rRNA. Tento nastroj vSak zlstavd pomérné finan¢né nakladny a v jednom
stanoveni se obvykle analyzuje vice vzorku. V laboratoti piivodci tohoto vynalezu se napiiklad
zpracovava narazoveé vzdy 160 vzorkd, a tak uréitou dobu trva, nez se nashromazdi vzorky k
analyze. Proto jsou zapotiebi i operativnéjsi metody, u kterych by nebylo potfeba cekat tydny na
kumulaci mezi sebou nesouvisejicich vzorkd. Pro tyto potfeby se nabizi vyuziti PCR piisné
specifické pro cilovou baktérii. PCR priikaz, ve srovnani s vyuzitim sekvenovani nové generace,
ma vyhodu i v tom, Ze neni ovlivnén poctem kopii gend pro 16S rRNA anebo velikosti genomt,
coz jsou faktory, které ovliviluji vystupy ze sekvenovani. Pfestoze je tedy PCR piimocara 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 ptisne
specifické a které se naopak mohou vyskytovat i v necilovych druzich. Pfi mnozstvi baktérii,
které osidluji travici trakt (cca 1000 riznych druhl u kazdého jedince) a poétu genti, které kazda
baktérie koduje (obvykle 1500 az 5000 genti u kazdé baktérie v zavislosti na konkrétnim
bakteridlnim druhu), je nalezeni cilovych sekvenci a nasledné PCR primerQ velmi naro¢né.

F. prausnitzii je béZznou soucasti stitevni mikroflory vSech teplokrevnych Zivocicht, tedy ptakd a
savel, u kterych tvofi okolo 1 % z celkové mikroflory. U kufat v komeréni produkci se v
travicim traktu objevuje od 3. 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). F. prausnitzii
patii mezi producenty butyrdtu s vyznamnym pozitivnim ucinkem na funkci traviciho traktu
(Lopez-Siles M, Martinez-Medina M, Suris-Valls R, Aldeguer X, Sabat-Mir M, Duncan SH,
Flint HJ, Garcia-Gil LJ. Changes in the abundance of Faecalibacterium prausnitzii phylogroups I
and II in the intestinal mucosa of inflammatory bowel disease and patients with colorectal cancer.
Inflamm Bowel Dis 2016;22:28-41; Zhou L, Zhang M, Wang Y, Dorfman RG, Liu H, Yu T,
Chen X, Tang D, Xu L, Yin Y, Pan Y, Zhou Q, Zhou Y, Yu C. Faecalibacterium prausnitzii
produces butyrate to maintain Th17/Treg balance and to ameliorate colorectal colitis by
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inhibiting histone deacetylase 1. Inflamm Bowel Dis 2018. doi: 10.1093/ibd/izy182). F.
prausnitzii navic mize ucinné kolonizovat travici trakt dribeze od prvnich tydnd Zivota a lze o
ném uvazZovat jako o baktérii s probiotickym potencidlem (dosud nepublikované vysledky).
Naopak ze vSech baktérii osidlujicich travici trakt patii F. prausnitzii mezi baktérie nejcitlivéjsi
na kyslik. F. prausnitzii hyne jiz béhem hodinové expozice v aerobnim prostiedi (Medvecky M,
Cejkova D, Polansky O, Karasova D, Kubasova T, Cizek A, Rychlik 1. Whole genome
sequencing and function prediction of 133 gut anaerobes isolated from chicken caecum in pure
cultures. BMC Genomics 2018;19:561). F. prausnitzii proto patii mezi baktérie, které jako prvni
mizi z traviciho traktu pfi zanétlivych reakcich, pfi kterych ve stievé dochazi k lokalni produkci
molekul reaktivniho kysliku v disledku aktivace imunitniho systému. Pfitomnost F. prausnitzii je
proto pozitivnim znakem zdravotniho stavu dribeze, a naopak ubytek je indikatorem
nezadouciho slozeni stfevni mikroflory a nespravné funkce traviciho traktu.

Podminky pro selektivni kultivaci F. prausnitzii nejsou zndmy. F. prausnitzii sice lze 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 dribeze na uvedené
kultivacni pidy narostou kolonie tvofené F. prausnitzii souCasné se stovkami kolonii dalSich
necilovych bakterii. Pouziti vzorku trusu jako vychoziho materidlu dale zhorsuje
pravdépodobnost kultivaéniho zachytu F. prausnitzii, protoze jakakoli expozice trusu velmi
rychle vede k inaktivaci F. prausnitzii vzduSnym kyslikem. Kultiva¢ni kvantifikace F. prausnitzii
proto neni mozna, a to i pfes nesporny vyznam této baktérie pro optimalni funkci traviciho traktu.

Podstata vynalezu

Predmétem predkladaného vynalezu je zptusob detekce bakterie Faecalibacterium prausnitzii v
obsahu traviciho traktu a trusu driibeze, jehoz podstata spo¢iva v tom, ze se ze vzorku izoluje
DNA, a nasledn¢ se izolovana DNA podrobi amplifikacni reakci metodou PCR v redlném case
(real-time PCR) s primery

FaecF2: CGAGGGCCTGGACTTCATCAAG (SEQ ID NO. 1),
FaecR2: GCCGGTGATCCACTCGTTGGAC (SEQ ID NO. 2).

Uvedené primery zajistuji amplifikaci PCR produktu, kterym je 118 bp dlouha ¢ast genu pro
hypoteticky protein FIG00646903. Tato sekvence je specifickd pro F. prausnitzii a nedochdzi ke
kfizovym reakcim s dal§imi mikroorganismy pfitomnymi v dribezim trusu ¢i travenin€. Bylo
experimentalné oveteno, Ze uvedené primery jevi nejvyssi specificitu pro stanoveni F. prausnitzii
z testovanych dvojic primer.

Ve vyhodném provedeni se dale provede amplifikacni reakce s primery 16S_An Fl:
TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3) a 16S_An R1: CGTATTACCGCGGCTGCT
(SEQ ID NO. 4) amplifikujicimi ¢ast genu pro 16S rRNA vSech eubakterii. Amplifikace
eubakteridlni DNA se vyuzije pii kvantifikaci F. prausnitzii, kdy se vypocCte pomér
amplifikaéniho produktu specifického pro F. prausnitzii vici amplifikanimu produktu pro
vSechny eubakterie.

Pomér amplifikacniho produktu specifického pro F. prausnitzii se vypoéte s vyhodou tak, Ze se
nejprve odecte Ct hodnota amplifikace F. prausnitzii (FaecF2 a R2) od Ct hodnoty amplifikace
eubakteridlni DNA (16S An F1 a R1) ¢imzZ se ziska rozdil mezi hodnotami Ct (ACt). Néasledné
se na tento rozdil umocni zéklad 2 (22¢Y), vypo&te se pfevracend hodnota (1/22<%) a vysledek se
vynasobi &islem 100 (100 x 1/22Y, &imz se ziskd podil F. prausnitzii v celé eubakteridlni
populaci v procentech.

Predmétem piedkladaného vynalezu je dale sada primert pro real time PCR obsahujici primery
FaecF2: CGAGGGCCTGGACTTCATCAAG (SEQID NO. 1) a FaecR2:
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GCCGGTGATCCACTCGTTGGAC (SEQ ID NO. 2), které specificky detekuji F. prausnitzii ve
vzorcich.

Ve vyhodném provedeni mize sada primeri dale obsahovat primery 16S_An Fl:
TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3) a 16S An R1: CGTATTACCGCGGCTGCT
(SEQ ID NO. 4) amplifikujici ¢ast genu pro 16S rRNA u vsech eubaktérii, tato sada je vhodna
pro kvantitativni stanoveni F. prausnitzii ve vzorcich.

Pred navrhem specifickych primerd byly v laboratofi plvodct tohoto vynéalezu postupné
izolovany anaerobni baktérie z traviciho traktu driibeze a u 327 z nich byly stanoveny kompletni
sekvence genomu. U vSech baktérii byly predpovézeny vSechny geny, které koduji proteiny.
Protoze se v mnoha pfipadech 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 druhtl. V ptipad¢ F. prausnitzii jsme identifikovali 55 gent, které
se vyskytly u vSech péti izolath F. prausnitzii, které jsme sekvenovali, a naopak zcela chybély u
zbylych 322 baktérii. Z téchto genti byly vybrany tfi geny k dalSimu testovani. Pii selekci tii genil
bylo zohlednéno, aby i) délka genti byla vétsi nez 500 bp, ii) se cilové geny vyskytovaly na co
nejdelsich kontizich (contig) po sekvenovani, iii) se cilové geny vyskytovaly uprostred kontigli a
ne na jejich koncich a iv) nazev genu snizoval pravdépodobnost jejich vyskytu na mobilnich
genetickych elementech (byly vylouceny geny s nazvy transposase, integrase, phage, conjugative
apod), které se mohou vyskytovat v nejednozna¢ném poctu kopii na genom. S vyuzitim sekvenci
téchto genti byly navrzeny primery pro real time PCR do mist, ve kterych byly sekvence cilovych
genll u vSech péti nezavislych izolath F. prausnitzii zcela identické. Funkénost navrzenych
primerd byla ovéfena na testovacich vzorcich a ze tfi navrzenych dvojic primerid byla uréena ta
dvojice primerd, ktera na testovacich vzorcich opakované vykazovala nejnizs$i hodnoty Ct po
analyze pomoci real time PCR. FunkCnost vybrané sady primerti byla nasledn¢ ovéfena na
realnych vzorcich trusu kufat, u kterych jsme zastoupeni F. prausnitzii stanovili jak pomoci real
time PCR s primery, které jsou pfedmétem tohoto patentu, tak i sekvenovanim V3 a V4
variabilnich oblasti genli pro 16S rRNA. Bylo zjisténo, ze vystupy obou metod si odpovidaji, coz

Vv

ey

prakti¢téjsi metodou real time PCR, pouziji-li se pro real time PCR primery podle tohoto
vynalezu.

Objasnéni vykrest

Obr. 1. Bodovy korela¢ni graf pro porovnani detekce F. prausnitzii pomoci real time PCR a
sekvenovanim genti pro 16S rRNA. Vybrané vzorky byly analyzovany obéma postupy a
vysledky (vypoctené procentudlni zastoupeni stanovené kazdou metodou) jsou vyneseny na
osach X aY.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Ptiklad 1: Navrh primert pro specifickou detekci F. prausnitzii

Cilovy gen pro hypoteticky protein FIG00646903 se vyskytoval u vSech péti izolath F.
prausnitzii, u kterych byla stanovena kompletni sekvence jejich genomu. Tento gen se vSak
nevyskytoval u zadné dalSi bakterie. V cilovém genu byla i mezi porovnavanymi izolaty
pozorovana urcita variabilita, a proto byly primery navrzeny do oblasti, ktera byla u vSech péti
izolatd identicka. Nize jsou zde uvedeny ¢asti z celé sekvence genu pro hypoteticky protein
FIG00646903 pro vSech pét izolath F. prausnitzii, a to casti ktera je rozhodujici pro navrh
primerti. Oblasti odpovidajici primerim podle vynalezu jsou podtrzeny (forward primer —
jednoduché podtrzeni, reverse primer — dvojité podtrzeni).
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Izoldt ANAO77 (SEQ ID NO. 5)
GRGGATTACTACCCCCTGCACCTEOGOGGL TACGRACCGTATGATCCTGACCGTCTTCTAT 660
CTGGAGTCCATCTACGGCAAGGATTGGGCTGATCCCTCCACCTCCACCCTGRACTACACE 720
GCCGACGAGATCGCCGAGGGCCTGGACTTCATCAAGAGCCTGGTGGACAAGCACGTCATC 780
ATGCCCCTGCCCACCTACTACGGCARCAACGGTICCACCGCTGCCARCCAGTCCARCGAG 840
GCTGGCCGGCATCTTCGAGTGGGATTCCGCTGCTTCCARGTACCGT 900
GACGCTCTGGACACCGACAACCGCGACGGCTTCACCGTGGECGAGGAGATCCAGTTCGGE 960
GACTACRAGGGCGGCTTCACCARGGTTTCCATGGGCCTGGCCATCACCARGACCTGCCAG 1020

Izolat ANA192 (SEQ ID NO. 6)
GRGGATTACTACCOCCTGRACCTGEGUGECTACGACCGTATGATCCTGACCGTCTTCTAT 660
CTGGEAGTCCATCTACGGCARGGATTGGGCTGATCCCTCCACCTCCACCCTGRAACTACACT 720
GUCGACGAGATC GUCGAGGGCCTGGACTTCATCAAGA GCCTGETEGACARGUACGTCATC 780
ATGCCCCTGCCCACCTACTACGGCARCAACGGTTCCACCGCTGCCAACCAGTCCAACGAG 840
CTGGECCGECATCTTCGAGTGEGATTCCGCTGCTTCCAAGTACCGT 00
GRCGCTCTGGACACCGACAACCGCGACGECTTCACCGTGEOCGAGGAGATCCAGTTCGEE 960
GRCTACRAGGGUGGUTTCACCARAGETTTCCATGGGCCTGECCATCACCRAGACCTGCCAG 1020

Tzolat ANAT22 (SEQ 1D NO. T)
GAGGATTACTACCCCCTGCACCTAGECAGCTACGATCGTATGATCCTGACCGTCTTCTAT 66l
CTGGAGTCCATCTATGGCAAGGATTGGGUTGATCCCTCCACCTCCACCCTGRACTACACC 720
GCCGACGAGATCGCCGAGGECCTGGACTTCATCAAGAGCCTGGTGGACAAGTACGTIATS 780
ATGCCCCTGCCCACCTACTACGGCAACRACGSTTICCACCGOTGCCAACCAGTCCAACGAG 340
GCTGGCCGGCATCTTCGAGTGEGATTCCGUTGCTTCCARGTACCGT 900
GACGUTCTGEACACCGACRACCGUGACGGCTTCACCGTGEGCGAGGAGATCCAGTTCGGC 360
GACTACAAGGGCGGCTTCACCAAGGTTTCCATGGGCCTGGCCATCACCAAGACCTGCCAG 1020

olét ANAOSS (SEQ ID NO. 8)
GAGGACTACTATCCCCTGCACCTGRGUGGUTACGACCGTATGATCGCCATGGTCTTCTAT 654
CTGGAGTCCATCTACGGCAAGGATTGGGCCGATCCCACCACCTCCACCCTGRACTACACC 714
CGCGATGAGATCATCGAGGGCCTGGACTTCATCAAGAGCCTGGTGGACCGCCATGTCATC 774
ATGCCCCTGCCCACCTACTACGGUARCAACGGCTCCACCGCCGOCAGCCAGTCCAACGAG 834
PGEATCACCEECCAGC TGGCAGGTATCTTTGAGTGGGACTCCGGCGCTCTGAAGTATCTG 894
GAGGGCCTGGACACCGAGAACCGCGACGGCTTCACCGTGGGCGACGAGATCAAGTACGGE 954
GAGTACAACGGCGGCTTCACCAAGGTCTCGATGGCTCTGGCCATTACCAAGACCTGCCAG 1014

Izolit ANA121 (SEQ ID NO. 9)
GAGGACTACTATCCCCTGCACCTGGGCGECTACGACCEGTATGATCGUCATGGTCTTOTAT €54
CTGGAGTCCATCTACGGCAAGGATTGGECCGATCCCACCACCTCCACCCTGRACTACRACC 714
CGUGATGAGATCATCCAGGECCTGCACTTCATCAAGAGCCTGETGGACCGCCACGTCATC 774
ATGCCCCTGLOCACCTACTACGGCAACAACGGCTCCACCGCCGCCAGCCAGTCCARCGAG 224
CAGCTGGCAGGTATCTITGAGTGGGACTCCGGCGCTCTGARAGTATCTG 894
GAGGGCCTGGACACCGAGRACCGCGRACGECTTCACCGTGGGOGACGAGATCRAGTACGGEC 854
GACTACARRCGGCGEECTTCACCRAAGGTCTCGATGGUTCTGGCTATCACCCAGRACCTGOCAG 1014

Piiklad 2:

V nasledujicim piikladu byla izolovana DNA z trusu kufat a slepic a z kufat, jimz byla podana
kultura F. prausnitzii, pomoci QIAmp DNA Stool kitu (Qiagen, Némecko). Ziskana DNA byla
vyuzita jako templat v PCR se tfemi riznymi dvojicemi primerd pro prikaz a kvantifikaci F.
prausnitzii. Vysledky ziskané z PCR jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 1.
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Tabulka 1 Nameéfené hodnoty Ct u zkoumanych vzorkt

Vzorek 16S rBRNA  Faet Fae2 Fae3
cista kultura 1 8.46 10,80 11,58 11,58
cista kultura 2 8,80 1128 1197 11,93
¢ista kultura 3 13,55 16,15 16,67 16,66
&ista kultura 4 14,22 1568 1642 16,85
slepice 1 6,00 20,44 1585 20,486
slepice 2 6.73 19,71 15,62 20,14
slepice 3 7,95 19,46 16,99 23,87
slepice 4 7,54 22,79 18,47 26,64
slepice 5 8,07 21,43 19,02 25,74
kufe kontrola 9,20 32,15 3,15 3425
kufe kontrola 9,38 32,17 31,60 3547
kuie kontrola 9,62 31,31 31,76 31,39
kufe kontrola 10,34 3262 3355 3222
prumérmé Ct 922 17,53 15,84 19,32
Legenda k tabulce:

16S rRNA — cilové byly geny pro eubakteridlni 16S rRNA, pouzité¢ primery 16S_An FI,
16S_An RI.

Fael — cilovy gen byl pifedpovézeny prenase¢ glukdzy ze shluku gend pro metabolismus beta-
glukozidu, pouZzity byly primery cilené na tento gen

Fae2 — cilovy gen byl FIG00646903: hypoteticky protein, pouzity byly primery FaecF2 a FaecR2
Fae3 — cilovy gen byl FIG00646909: hypoteticky protein, pouzity byly primery cilené na tento
gen

ND — nedetekovano

Ze tii testovanych dvojic primerd byla nejniz$i hodnota Ct opakované dosahovana u primerd
amplifikujici ¢ast genu pro FIG00646903: hypoteticky protein. Proto jsme za F. prausnitzii
specifické povazovali primery cilené na gen pro FIG00646903: hypoteticky protein.

Experimentalni schéma

V nasledujicim ptikladu byla izolovana DNA z trusu kurti pomoci QIAmp DNA Stool kitu
(Qiagen, Némecko). Ziskana DNA byla vyuzita jako templat v PCR pro prikaz a kvantifikaci F.
prausnitzii a soucasné jako templat pro stanoveni skladby mikrofléry pomoci sekvenovani gent
pro 16S rRNA. Skladba mikroflory v testovanych vzorcich byla stanovena sekvenovanim ¢asti
genll pro 16S rRNA jak jsme popsali diive (Videnska et al. PLoS One 2014;9:e115142). Z
vyslednych dat jsme pro nasledné porovnani vyuzili jen udaje pro F. prausnitzii.

Real time PCR ve formatu ,,SybrGreen, byla provedena s vyuzitim SybrGreen Master Mix
(Qiagen, Némecko). Amplifikatni podminky sestdvaly z 35 cykli s naslednou denaturacni
analyzou pro potvrzeni identity vzniklého amplifikacniho produktu. Kazdy cyklus 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 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. Pti urcité teploté (teplota Tm, temperature of
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melting) doslo k rozpadu dvousroubovicovych molekul PCR produktii na jednovlaknité molekuly
DNA, ktery byl spojen s uvolnénim barvicky SybrGreen z DNA a poklesem fluorescence.
Protoze teplota rozpadu dvousroubovice 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. prausnitzii (FaecF2 a FaecR2) a soucasné s primery 16S_An F1
TCCTACGGGAGGCAGCAG a 16S_An R1 CGTATTACCGCGGCTGCT amplifikujicimi ¢ast
genu pro 16S rRNA vsech eubakterii. Amplifikace eubakterialni DNA byla vyuzita pouze pro
kvantifikaci F. prausnitzii.

Vysledky

Ze tfi testovanych dvojic primerti amplifikujicich Casti tfi zcela odlisnych genli byla nejnizsi
hodnota Ct opakované dosahovana u primerd amplifikujicich ¢ast genu pro hypoteticky protein
FIG00646903. Tato dvojice primert proto byla dale povazovana za nejvyhodnéjsi pro prukaz a
kvantifikaci F. prausnitzii. Teplota tani Tm tohoto produktu byla 84,95 °C. Nasledné jsme
kvantifikovali F. prausnitzii pomoci real time PCR a soucasn¢ i sekvenovanim V3/V4 ¢asti genu
pro 16S rRNA v redlnych vzorcich. Porovnani zastoupeni F. prausnitzii v testovanych populacich
stanovené obéma metodami jsme provedli vypoctem korelacnich a regresnich koeficientd.
Korela¢ni koeficient 0,804 i regresni hodnota spolehlivosti R* = 0,6467 (viz Obr. 1) shodné
potvrdily zna¢nou shodu ve vystupu obou postupii, a tedy relevanci detekce a kvantifikace F.
prausnitzii pomoci real time PCR. Navrzena real time PCR definovana sekvencemi primera je
tedy specificka a vhodna pro kvantifikaci F. prausnitzii v realnych vzorcich trusu nebo obsahu
traviciho traktu.

Seznam sekvenci

<110> Vyzkumny ustav veterindrniho lékatstvi, v. v. i.
<120> Sada primert a zpuisob detekce F. prausnitzii
<130> PI

<160> 9

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 22
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> forward primer

<400> 1
cgagggcctg gacttcatca ag 22

<210> 2
<211> 22
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> reverse primer
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<400> 2
geeggtgate cactegttgg ac

<210> 3
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> forward primer

<400> 3
tcctacggga ggcageag

<210> 4
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial

<220>
<223> reverse primer

<400> 4
cgtattaccg cggctgct

<210> 5

<211> 420

<212> DNA

<213> Faecalibacterium prausnitzii

<400> 5

gaggattact accccctgea cetgggeggce tacgaccgta tgatcctgac cgtettctat
ctggagtcca tctacggcaa ggattgggct gatcectcca ceteccaccct gaactacacce
gccgacgaga tcgecgaggg cetggactte atcaagagece tggtggacaa geacgtcate
atgccectge ccacctacta cggcaacaac ggttccaccg ctgecaacca gtccaacgag
tggatcaccg gecaagetgge cggcatcttc gagtgggatt ccgetgcette caagtaccgt
gacgctctgg acaccgacaa ccgegacggc ttcaccgtgg gecgaggagat ccagttecgge
gactacaagg gcggcttcac caaggtttcc atgggeetgg ccatcaccaa gacctgecag

<210> 6

<211> 420

<212> DNA

<213> Faecalibacterium prausnitzii

<400> 6

gaggattact accccctgea cctgggeggce tacgaccgta tgatcctgac cgtettctat
ctggagtcca tctacggcaa ggattgggct gatcecteca ceteccaccet gaactacacc
gccgacgaga tcgecgaggg cetggactte atcaagagec tggtggacaa geacgteate
atgccectge ccacctacta cggcaacaac ggttccaccg ctgecaacca gtccaacgag
tggatcaccg gcaaactggce cggcatcttc gagtgggatt ccgetgettc caagtaccgt
gacgctctgg acaccgacaa ccgegacggc ttcacegtgg gecgaggagat ccagttcgge
gactacaagg gcggcttcac caaggtttcc atgggcectgg ccatcaccaa gacctgecag

<210> 7
<211> 420

22

18

18
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<212> DNA
<213> Faecalibacterium prausnitzii

<400> 7

gaggattact accccctgea cetgggeggce tacgategta tgatcctgac cgtettetat
ctggagtcca tctatggcaa ggattgggcet gatcectcca ceteccaccet gaactacace
gcecgacgaga tcgecgaggg cetggacttc atcaagagece tggtggacaa geacgteate
atgcccectge ccacctacta cggeaacaac ggttccaccg ctgecaacca gtccaacgag
tggatcaccg gcaagcetgge cggcatcttc gagtgggatt ccgetgette caagtaccgt
gacgctctgg acaccgacaa ccgegacggc ttcaccgtgg gecgaggagat ccagttcgge
gactacaagg gcggcttcac caaggtttcc atgggectgg ccatcaccaa gacctgecag

<210> 8

<211> 420

<212> DNA

<213> Faecalibacterium prausnitzii

<400> 8

gaggactact atcccctgea cctgggegge tacgaccgta tgatcgecat ggtettcetat
ctggagtcca tctacggcaa ggattgggece gatcccacca cetccaccet gaactacace
cgcegatgaga tcatcgaggg cctggacttc atcaagagec tggtggaccg ccatgtcate
atgcccectge ccacctacta cggcaacaac ggetccaccg ccgecageca gtccaacgag
tggatcaccg geccagetgge aggtatcttt gagtgggact ccggegetct gaagtatctg
gagggcectgg acaccgagaa ccgegacggc ttcaccgtgg gegacgagat caagtacgge
gagtacaacg geggcttcac caaggtctecg atggetctgg ccattaccaa gacctgecag

<210> 9

<211> 420

<212> DNA

<213> Faecalibacterium prausnitzii

<400> 9

gaggactact atcccctgea cetgggeggc tacgaccgta tgatcgecat ggtettetat
ctggagtcca tctacggcaa ggattgggec gatcccacca ceteccaccct gaactacacc
cgcgatgaga tcatcgaggg cctggacttc atcaagagcece tggtggaccg ccacgtcate
atgcccectge ccacctacta cggcaacaac ggetccaccg ccgecageca gtccaacgag
tggatcaccg gecagetgge aggtatcttt gagtgggact ccggegetct gaagtatctg
gagggectgg acaccgagaa ccgegacggc ttcaccgtgg gecgacgagat caagtacgge
gactacaacg gecggcttcac caaggtctcg atggcetctgg ctatcaccca gacctgecag

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob detekce bakterie Faecalibacterium prausnitzii v obsahu traviciho traktu nebo trusu
driibeze, vyznafeny tim, ze se ze vzorku izoluje DNA, a nasledné se izolovand DNA podrobi

amplifikacni reakci s primery

FaecF2: CGAGGGCCTGGACTTCATCAAG (SEQ ID NO. 1),
FaecR2: GCCGGTGATCCACTCGTTGGAC (SEQ ID NO. 2)

metodou PCR v realném case.
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2. Zpusob podle naroku 1, vyznaceny tim, ze se dale provede amplifikacni reakce metodou
PCR v realném case s primery 16S_An_F1: TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3) a
16S An R1: CGTATTACCGCGGCTGCT (SEQ ID NO. 4) amplifikujicimi ¢ast genu pro 16S
rRNA u vSech eubaktérii a vypocte se podil Faecalibacterium prausnitzii na celkovém poctu
eubakterii.

3. Zputsob podle naroku 2, vyznafeny tim, ze se podil Faecalibacterium prausnitzii na
celkovém poctu eubakterii vypocte tak, ze se nejprve odecte Ct hodnota amplifikace
Faecalibacterium prausnitzii od Ct hodnoty amplifikace eubakteridlni DNA (ACt), nasledné se
na tento rozdil umocni zaklad 2 (2%Y), vypoéte se prevracena hodnota (1/22¢Y) a vysledek se
vynasobi ¢islem 100 (100 x 1/25Y), ¢imz se ziska podil Faecalibacterium prausnitzii v celé
eubakterialni populaci v procentech.

4. Sada primerd pro detekci bakterie Faecalibacterium prausnitzii ve vzorcich metodou real
time PCR, vyznacujici se tim, 7e obsahuje primery FaecF2:
CGAGGGCCTGGACTTCATCAAG (SEQ ID NO. 1) a FaecR2:
GCCGGTGATCCACTCGTTGGAC (SEQ ID NO. 2).

5. Sada podle naroku 4, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje primery 16S An Fl:
TCCTACGGGAGGCAGCAG (SEQ ID NO. 3) a 16S_An R1: CGTATTACCGCGGCTGCT
(SEQ ID NO. 4).

1 vykres
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Zastoupeni stanovené sekvenovanim 165 rRNA

Obr. 1
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