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Cil metodiky

Parazitdzy maji zavazny ekonomicky dopad pro chovatele hospodafskych zvitat. Infekce helminty jsou
dokonce povaZovany za jednu z hlavnich pficin snizené produkce a souvisejicich finan¢nich ztrat v
Zivocisné vyrobé (Ploeger, 1990; Canton et al., 2020). Mezi celosvétové nejvyznamnéjsi parazitdzy patfi
rovnéz strongylidni hlistice. Naptiklad v Australii jsou ekonomické ztraty zplsobené pravé témito
hlisticemi odhadovany na miliardu dolar(, dalsi desitky miliard jsou vynaloZeny na jejich 1écbu
(McLeod, 1995 Rashid et al., 2019). Dlouhodobé pouZivani anthelmintik vsak vede k nardstu
anthelmintickych rezistenci, které terapii komplikuji a zvysuji ekonomické ztraty (Canton et al., 2020),
proto je v poslednich letech kladen dlraz na potfebu alternativnich strategii kontroly. Diverzité a
vyznamu strongylidnich hlistic, a pfedevsim nastupu anthelmintické rezistence je vénovana znacna
pozornost rovné? v EU, a to napfiklad v Belgii, Némecku, Svédsku nebo Velké Britanii, kde parazitozy
skotu, zejména na pastvinach, predstavuji rostouci problém ekonomiky chovl ve smyslu snizeni
dojivosti a poklesu hmotnostnich prirtstk( (Charlier et al. 2010, McArthur et al. 2011, aj.).

Meénici se raz a ekologie krajiny spolu s globalnim oteplovanim méni dynamiku populace mnoha
helmintl, coZz ma vliv na jejich vyvoj a preziti mimo hostitele, ¢cimZ se modifikuje prostorova a sezénni
epidemiologie helmintickych infekci (Skuce et al., 2013; Cable, 2017). Rovnéz intenzivnéjsi preshranicni
pohyb zvifat, ktery je patrny v poslednich letech, tvofi pozadi dynamickych zmén spektra, hojnosti a
vyznamu parazitQ u skotu. Efektivni sledovani parazitarnich infekci a zejména jejich druhového slozeni
signifikantné zefektivni boj s parazitarnimi infekcemi a omezi zavleceni novych infekci do naivnich
oblasti.

Analyzy diverzity strongylidnich hlistic komplikuje jejich existence v komplexnich spolecenstvech, ve
kterych v ramci hostitele hlistice Ziji; jednoho hostitele parazituje $kadla rod/druhl strongylidnich
hlistic. U skotu byla popsana casta koexistence deseti druhy strongylidnich hlistic. Jednotlivé hlistice se
lisi jak lokalici v ramci svého hostitele, tak svym vlivem na hostitele ¢i schopnosti odolavat ucink{im
antiparazitik. Klasické metody detekce hlistic neumoznuji presnou identifikaci, selhavaji pfi feseni
infekci vétsim mnozZstvim druh(l a neodhali genetickou variabilitu. Diagnostika se presouva k detekci
DNA, aviak kritickou slabinou metod vychazejicich ze Sangerova sekvenovani je limitovany pocet
druhd, ktetfi mohou byt detekovany ve smésnych infekcich. Pfelomovou technikou je vysokokapacitni
sekvenovani (High-throughput sequencing, HTS) umoznujici osekvenovat a efektivné popsat spektrum
strongylidnich hlistic a urcit relativni abundanci jednotlivych druh( (Avramenko et al., 2015; Pafco et
al., 2018).

Cilem predkladané metodiky je vytvoreni ndstroje analyz genetické diverzity strongylidnich hlistic za
pouziti vysokokapacitniho sekvenovani, urcena jak k vyuZiti u hospodarskych zvirat, tak u celé skaly
dalSich hostiteld strongylidnimi hlistic. Cilem metodiky je také vytvoreni nastroje k monitoringu
efektivity alnthelmintické terapie, kdy opakovany screening vzorkd nékolik tydnd po ukoncéeni 1éCby
umozni posoudit eliminaci helmint( nebo ¢asti jejich spektra z hostitelského organizmu. Vyslednym
cilem metodiky je tak omezeni ekonomického dopadu helmintéz cestou aktivniho managementu
zdravi u zvifat a omezenim Sifeni anthelmintické rezistence v chovech. Nasim cilem bylo predloZit
metodiku vyuZivajici pfipravy HTS knihoven s béZnym vybavenim molekularné-diagnostické laboratore
a jeji vyuZiti tak neni vazano na vstupni investice. S rozvojem vysokokapacitniho sekvenovani doslo
rovnéz k rozsiteni center, kde je mozné sekvenovani provadét, at uz komercné, ¢i ve spolupraci
s rlznymi védeckymi institucemi, jako je CEITEC MU ¢i BIOCEV.



Uvod

Ekonomika chovu masného skotu je zatizena skdlou externich vlivli véetné infekénich nemoci.
Helmintdzy skotu predstavuji celosvétové vyznamna onemocnéni s negativnim dopadem na zdravi
zvitat a na produkci mléka a masa a nasledné na ekonomické parametry (Beesley et al., 2017; Canton
et al., 2020). Zatimco fada parazitl v Evropé postupné ztraci vyznam, ndkazy gastrointestinalnimi
strongylidnimi hlisticemi predstavuji pro chovatele rostouci problém z divodu obtizné udrzitelné
kontroly parazitl. Nespravné pfistupy k odcervovani a aktualni rdst rezistentnich populaci
gastrointestinalnich strongylidnich hlistic u hospodarskych zvirat patfi mezi klicové problémy v ramci
EU (Charlier et al. 2010, McArthur et al. 2011, aj.). Na rozdil od fady virovych a bakterialnich nakaz neni
vyskyt parazitéz centrdlné sledovan. Jedna se pfitom o velmi dynamickou problematiku odrdazejici
zmény v managementu chovd, aktualni trendy v preventivnim a terapeutickém podavani anthelmintik
i importy zvitat ze zahranici. Zejména v otdzkach vyskytu rezistenci k anthelmintikim a v odhadu
soucasné ndkazové situace jsou aktudlni data vice neZz Zadouci, s vysokym ndrokem na jejich
reprezentativnost.

Strongylidni hlistice parazitujici u skotu patfi nej¢astéji do celedi Trichostrongylidae a jedna se o ko-
infekce zplUsobené nékolika rGznymi druhy, ale ¢asto i rody (Chroust, 2000). Mezi nejcastéjsi zastupce
rodl trichostrongylidnich hlistic u skotu patfi Haemonchus, Ostertagia, Trichostrongylus, Cooperia a
Nematodirus (Wall, 2015). Trichostrongylidni hlistice jsou parazity traviciho traktu, nachazeji se v
Zaludku a tenkém nebo tlustém stfevé hostitele, u skotu jsou lokalizovany zejména ve slezu a tenkém
stfevé. Dospéli Cervy spolu kopuluji a samice ndsledné produkuji oplozend vajicka, kterd odchazeji
z hostitele spolu s trusem. Z vajicek se ve vnéjsim prostredi lihnou larvy, které se béhem nékolika tydnt
méni na larvy infekcni, za vlhka migruji po travinach, jsou spaseny a nasledné infikuji svého hostitele.
Na pastvinach mohou prezivat nékolik mésicl a nékteré druhy dokonce i celé zimni obdobi. Jiné druhy
mohou zimu prezivat ve formé hypobiotickych stadii zanofenych ve sliznici traviciho traktu a az na jare
dospivaji a produkuji vaji¢ka. Trichostrongylidni hlistice se Zivi krvi ¢i tkariovymi tekutinami, zpUsobuji
anémie, poskozuji sliznici traviciho traktu a nasledné zplisobuji infekce a intoxikaci organismu a vedou
k vaznym porucham traveni (Wall, 2015). Pfitomnost trichostrongylidnich hlistic se projevuje
zazivacimi problémy, mezi které patfi nechutenstvi, prQjem, Ziznivost, ztrata vahy, ale také
chudokrevnosti, celkovou vycerpanosti az uhynem infikovanych zvifat. Mezi ostatni strongylidni
hlistice parazitujici u skotu patfi Bunostomum Zzivici se krvi hostitele a zplsobujici tézké poskozeni
sliznice zaZivaci traktu. Larvy mohou aktivné infikovat svého hostitele rovnéz pres neporusenou kzi.
Poslednim zastupcem je Oesophagostomum, jehoz larvy se zanofuji hluboko do sliznice a vytvareji
typické uzlicky; dospéli ¢ervi sliznici téZce poskozuji a zplsobuji vazné zanéty a krvaceni sliznic (Chroust,
2000).

Infekce strongylidnimi hlisticemi jsou diagnostikovany pomoci zakladnich koproskopickych metod, na
které navazuje mikroskopické vysetreni (Foreyt, 2002). Pro zakladni diagnostiku se pouZivaji nejcastéji
pfimo vzorky trusu, ve kterych se nachazeji typickd strongylidni vajicka. Tato vajicka jsou vsak
morfologicky nerozliSitelnd, a proto zakladni metody neumoZiuji jejich zafazeni na nizsi taxonomickou
uroven. Z vajicek je vlaboratornich podminkach mozné pomoci koprokultur vykultivovat larvy, na
zakladé jejichz morfologie Ize hlistice urcit na Uroven rodu. Nejcastéji se vsak k pfesné identifikaci
vyuZivaji genetické metody na zakladé PCR (RFLP, SSCP, DGGE, RAPD, AFLP) vyuZivajici rliznych
genetickych markér(i, dominuji sekvence rDNA, zejména ITS (interni transkribovany spacer) usek,
umoziujici identifikaci na droven druhd strongylidnich hlistic. Kritickou slabinou metod vychazejicich
ze Sangerova sekvenovani je limitovany pocet druh(i, ktery maze byt zachycen (Gasser, 2006).



Zakladnim problémem genetickych analyz spektra strongylidnich hlistic parazitujicich v travicim traktu
prezvykavcl jsou polyinfekce riznymi druhy/rody a genotypy strongylidnich hlistic, které se vyznacuji
jinou ekologii, odliSnym plisobenim na hostitele, pfipadné rozdilnym stupném rozvoje rezistence k
anthelmintikiim. Aplikace DNA diagnostiky je pfi plosném vysSetfeni mozna dvéma zpUsoby: analyza
DNA z predem vykultivovanych a jednotlivé vybranych larev, které jiz nesou zakladni morfologické
charakteristiky, vysledné sekvence se rovnéz daji pouZzit jako referencni, avsak timto postupem nelze
popsat celou komunitu strongylidnich hlistic. Druhym pfistupem je metabarcoding za pouZiti
pokrocilych sekvencnich metod, jakymi je vysokokapacitni sekvenovani (High-throughput sequencing,
HTS). HTS je vysoce efektivni metoda popisu genetické diverzity, kterd byla pouZita v poslednich deseti
letech zejména pro popis bakterialniho profilu ¢i téZz mikrobiomu za pouziti genu 16S ribosomalni RNA
(Peng et al., 2013; Gomez et al., 2015). V poslednich nékolika letech je tato metoda dale vyuZivana pro
popis eukaryotnich komunit — volné Zijicich protist a volné Zijicich ¢i rostliny a parazitujicich hlistic
(Sapkota & Nicolaisen, 2015). Metoda HTS muze byt efektivhé pouZita pro uréeni spektra
strongylidnich hlistic a pomérného zastoupeni jednotlivych druhl/genotypi u rlznych hostiteld
(Avramenko et al., 2015; Pafco et al., 2018).

Zejména diky faktu, Ze strongylidni hlistice tvofi komplexni spolecenstva, kdy se u skotu vyskytuje ¢asto
koexistence deseti i vice druhy hlistic a béZzné diagnostické metody jsou pro urceni diverzity jednoduse
nepouzitelné, aktualni data o piresném slozeni strongylidnich komunit skotu na Gzemi CR a i v rdmci
Evropy chybi, a to i pres to, Ze v fadé chov se klinické potize vyskytuji. Strongylidni hlistice patfi mezi
vibec nejéastéjsi parazitarni infekce na Gzemi CR vyskytuijici se ve vech regionech (Modry et al., 2019).
Ojedinélé studie poukazuji na pfitomnost strongylidnich hlistic s dominanci Ostertagia ostertagi a
Cooperia oncophora (Chroust 1982; 2006). Pravé O. ostertagi je nejpatogennéjsi a pusobi
gastroenteritidy, C. oncophora pak vykazuje vysokou miru rezistence k anthelmintikim. Terminem
anthelmintickd rezistence uznacujeme schopnost helmintli odolavat ucinklm antiparazitika,
prendsena geneticky na potomstvo. Rezistentni linie se $ifi mezi jedinci, mezi stady i mezi zemémi v
ramci importd zvifat. Anthelmintické rezistence jsou znamé u ovci, koz a koni, v poslednich letech
rychle nar(staji u skotu (Sutherland & Leathwick, 2011). V CR byla anthelmintickd rezistence popsana
u koni a ovci (Chroust 2000; Bodecek et al., 2018; Vadlejch et al., 2021), na Slovensku u ovci (Dolinska
et al. 2014). Aktualni data o anthelmintické rezistenci u skotu v CR zasadné chybi, aviak v recentni
studii SVU Jihlava (2015-2016) byl na tadé farem zaznamendn vyskyt gastrointestindlnich
strongylidnich hlistic, ve ¢tvrtiné chov( byly intenzity infekci strongylidnimi hlisticemi vysoké navzdory
odcervovani, coZ je indikaci pro moZnou rezistenci.

Metodika vysokokapacitni sekvenovani je velice efektivni, se schopnosti popsat a kvantifikovat
spolecenstva strongylidnich hlistic a zaroven ma potencial pro posouzeni anthelmintickych rezistenci
detekovanych haplotypl. Zavedenim metodiky metabarcodingu za poufziti HTS se zlepsi povédomi o
strongylidnich hlistic a jejich presném druhovém sloZzeni na daném Uzemi. Znalost strongylidnich hlistic
pomulze k efektivnimu boji proti témto parazitim, cilenym terapiim a predchazenim vznik(
anthelmintickych rezistenci. PouZiti metabarcodingu pomoci HTS ma rovnéz smysl pfi exportu zvifat,
protoZe se diky vysledklm této progresivni metody a naslednym opatfenim muze zabranit zavleeni
parazitl do novych oblasti. Metodika mlZe byt rovnéz pouzita kromé komercénich chovll pro ochranu
volné Zijicich ¢i re-introdukovanych Zivocich(. S neplvodnimi druhy pfezvykavcl (nejen skotu) mohou
byt do plvodnich spolecenstev zavlecené nové druhy parazitl, jako to aktudlné pozorujeme u
strongylidni hlistice Ashworthius sidemi (Skorpikova et al., 2020). Zavlecené hlistice mohou zpUsobovat
znac¢né problémy u naivnich volné Zijicich Zivocichll a nasledné i téch hospodafskych a presnd
identifikace a naslednd patreni jsou klicova pro eliminaci moznych skod. Metodika HTS vhodna pro
pochopeni zakonitosti hostitelské specificity jednotlivych druhl resp. genotypl strongyld a v



neposledni fadé je nastrojem k pochopeni dynamiky spoleéenstev helmintl jak v zavislosti na sezénné,
tak na provadénych anthelmintickych opatrenich.

Vlastni popis metodiky

Material a pfistroje

o odbérové zkumavky s 96% etanolem, popfipadé igelitové sacky, odbérové Spachtle a
nasledna fixace do etanolu v laboratofi ¢i mrazeni pfi-20 °C

e 50 ml kdnické zkumavky

e hmozdif, sitko/gaza

e centrifuga na 50 ml zkumavky

e zkumavky typu eppendorf2 a 1,5 ml

e sterilni Spicky a veskery potfebny material pro izolace vzorku (viz manual izola¢niho kitu)

e pipety

e centrifuga na 1,5 ml zkumavky

e 0,2 mltenkosténné PCR zkumavky, pfipadné 8-mi zkumavkové PCR-stripy s jednotlivymi vicky
Ci PCR desticky s folii

e centrifuga na 0,2 ml zkumavky/stripy/desticky

e PCR cycler s vyhfivanym vikem

e aparatura pro horizontalni gelovou elektroforézu

e Qubit fluorometr

e Agencourt AmpureXP beads, magneticky stojanek

e lednice (+4°C), mrazak (-20°C)

Odbér vzorkd biologického materialu

Vzorky trusu zvifat a jejich uchovani

Pro diagnostické ucely je odebiran vzorek trusu zvifete, a to bud pfimo z rekta, vyhodou je presna
identifikace zvifete, ¢i z pastviny, kdy se jednad obvykle o blize neidentifikované vzorky/jedince. Typ
odbéru musi odpovidat poloZzenym otazkam, z nichZ vyplyva, zda je nutné znat diverzitu helmint( u
konkrétniho zvitete ¢i staci informace o sloZzeni helmint(i obecné ve stadé.

Vzorek se odebere bud do plastového sacku ¢i jiného odbérového kontejneru/vzorkovnice, dale je
idedlni jej uchovavat pfi +4 °C a zpracovat bezprostifedné po doruceni do laboratore nebo skladovat
pFi -20 °C do izolace DNA (je tfeba minimalizovat pocet cykld zmrazZeni/rozmrazeni). Dalsi moznosti je
vzorek ihned umistit do 96% etanolu, avSak koncentrace etanolu ve findlnim fixovaného materialu
nesmi klesnout pod 70 %, proto je nutné dohlizet na spravny pomér objemu etanolu (vétsina) a vzorku
(mensi ¢ast, maximalné 1/3 objemu).

Dalsim krokem je izolace celkové DNA. Ta se bud' izoluje z ¢asti zmraZeného trusu, z ¢asti vzorku
fixovaného v 96% etanolu Ci z pfipraveného sedimentu. Pfiprava sedimentu ze vzorku trusu stejné jako
odpareni etanolu z fixovanych vzorkd vyZaduje inicidlni kroky, Cerstvi trus ¢i ¢ast zmrazeného vzorku
trusu po rozmrazeni mohou byt pfimo pouzity pro izolaci DNA.



Pfiprava sedimentu
Vyhodou pfipraveného sedimentu je, Ze se jedna o koncentracni metodu, tudiz se zvySuje Sance
zachytu vsech i ve vzorku relativné vzacnéjsich zastupca.

Cca 5 g cerstvého Ci rozmrazeného trusu rozmélnime v hmoZzditi, prfesejeme pres sitko Ci gazu a
zachytime v 50 ml kénické zkumavce a centrifugujem 3 min. na 2000 rpm. Oddéleny supernatant
slijeme a sediment pfimo pouzijeme pro izolaci DNA ¢i ho zmrazime a pouZijeme pozdéji. Alternativné
nemusime zkumavku centrifugovat, ale vyckame na pfirozenou sedimentaci partikuli, slijeme
supernatant, vzorek dolijeme vodou, opét nechame sedimentovat a tyto kroky opakujeme, dokud neni
supernatant Ciry. Tento postup je vSak ¢asové narocny.

Priprava vzorku fixovaného v 96% etanolu

Z fixovaného vzorku odebereme cast pro izolaci DNA do 2 ml zkumavky typu eppendorf. Zkumavku
umistime do inkubatoru, nastavime teplotu na 37 °C a ptfes noc nechame etanol odpafit. Nasledné
mUze byt vzorek pouZit pro izolaci DNA.

lzolace DNA
Izolaci celkové DNA ze vzorku trusu Cerstvého, rozmrazeného, po odpareni etanolu ¢i predem
pfipraveného sedimentu Ize provadét komercéné dostupnymi kity jak manudlné, tak automaticky. PFi
izolaci je potfeba dodriet ndvod vyrobce konkrétniho kitu. Pro pfipravu HTS knihoven se vyhradné
doporucuji powersoil izolacni kity, které si dokazou lépe poradit sinhibitory nachazejicimi se ve
vzorcich trusu.

Doporuceny kit:
DNeasy PowerSoil Kit, Qiagen, Germany

Lze v3ak pouZzit kterykoli powersoil kit Ci kity pro izolaci trusu/stolice (Stool DNA Isolation Kit). V prvnim
kroku izolace je vSak nutné zaradit mechanismus rozbiti vaji¢ek strongylidnich hlistic €ili alternativu
k PowerBead Tubes pouzivanych pfi izolaci za pouziti Qiagen DNeasy PowerSoil Kit. Kvalitu extrakce je
dale nutné ovéfit na idealné paralelni izolaci a nasledné detekci strongylidnich hlistic na 20 pozitivnich
a 10 negativnich vzorcich.

Pfiprava HTS knihovny

Pro ptipravu HTS knihovny bude pouZita dvou-krokova PCR metoda. Pro detekci strongylidnich hlistic
byl vybran usek ITS-2 (second internal transcribed spacer) jaderné ribozomalni DNA. Jedna se o
dostatecné konzervovany usek umoziujici amplifikaci Sirokého spektra strongylidnich hlistic, ale
zéroven dostatecné variabilni, aby umoznil zafazeni do pfislusného druhu/haplotypu. Amplifikovany
Usek je dostatecné kratky, aby mohl byt pouZit pro sekvenovani pomoci lllumina Miseq platformy
(2x250/300 bp).



Pro druhé kolo PCR je nutné vybrat vhodny design sekvenacnich primer( po domluvé se sekvenacnim
centrem. NejCastéji se pouzivd Nextera Ci TruSeq Indexing design. Tato metodika vyuZivd Nextera

Nextera sekvenaéni primer

I
[ - e
I
Index1 Adapter Specificky Cilova sekvence Specificky Index 2
sekvenacniho ITS-2 forward ITS-2 reverse
primeru primer primer
Primer Design (Obrazek 1).
Obrazek 1: Nextera primer design.
Sekvence primer( pro prvni kolo PCR
Nazev Sekvence 5‘ > 3’ Reference
Strongyl_ITS-2_F acg tct ggt tca ggg ttg
Pafco et al., 2018
Strongyl ITS-2_R atg ctt aag ttc agc ggg ta

Primery v prvnim kole PCR amplifikuji cileny produkt, musi vSak obsahovat adapter pro sekvenacni
primery pouZity ve druhém PCR kole (Obrazek 1). Pro zvysSeni komplexity je rovnéz mezi sekvenacnim
adaptorem a forward primerem pridana jedna extra baze.

Design primert pro prvni kolo:

Adapter pro sekvenacni primery+(extra bp)+specificky ITS-2 primer

Sekvence 5 - 3'adapteru sekvenacniho primeru pro Nextera primer design:

Design finalnich primerd pro prvni kolo PCR:

Strongyl _ITS-2_F_complete

Strongyl _ITS-2_R_complete

| |



Kontroly PCR

Pro kazdou pfipravovanou HTS knihovnu je zafazeno nékolik negativnich kontrol. Jejich mnoZstvi neni
striktné dané a zalezZi na rozhodnuti vyzkumnika. Prvni kontrola se mize zaradit uz pfi izolaci DNA. PFi
zachovani vSech standardnich postupl vsak ke kontaminacim helminty béhem izolaci DNA nedochazi.
K sadé vzorkl DNA pfiddme minimalné dvé negativni kontroly — PCR vodu a DNA vyizolovanou
z negativniho vzorku trusu. Kontroly slouzi ke kontrole Cistoty pouzitych reagencii, pracovniho postupu
a chimér vzniklych pfi amplifikaci a nasledné sekvenaci.

Pro zvyseni kontroly a spravnosti vysledki je kazdy vzorek pfipravovan v duplikatu (replikatu) za pouZziti
jiné kombinace index( (barkdd(). Do vysledné analyzy vstupuji pouze sekvence zastoupené v obou
duplikatech. Timto opét dochazi k eliminaci chimérickych sekvenci bez biologického vyznamu.

Pro kaZzdou pfipravovanou HTS knihovnu se pouZivd pozitivni kontrola obsahujici sekvenacné
potvrzenou DNA strongylidnich hlistic ¢i uméle syntetizovany templat obsahujici znamou sekvenci
strongylidnich hlistic (Pafco et al., 2018).

Pfiprava reakcni smési a amplifikace
1. Reakéni smés se pfipravuje vidy Cerstva v boxu dekontaminovaném UV zafenim po dobu 10
minut.

2. Dle mnozstvi vzorkl v HTS knihovné se pfipravuji reakce v 96- ¢i 384-jamkové PCR desticce.
Knihovny se pripravuji ru¢né, idedlné za pouziti davkovacich a multikanalovych pipet ¢i za
pouziti automatického robota.

3. Roztoky, reagencie i vzorky/kontroly nechame rozmrazit pti +4 °C, poté jemnym poklepem na
zkumavku promichame (nevortexujeme) a centrifugujeme pfi maximalnich otackach pét
sekund.

4. Dle poctu analyzovanych vzorkl (pocet vzorkld + nadmérek, ktery se odviji od poctu vzorkd)
pfipravime mastermix napipetovanim jednotlivych komponent v poradi a poméru uvedeném
nize, vortexujeme 5 s, pfi maximalnich otdckach centrifugujeme 5 s a rozdélime do desticky,
kterou zalepime fdlii a opét kratce centrifugujeme.

Mastremix objem
na 1 reakci v pl

PCR H,0 2,5

Primer Strongyl ITS-2_F complete 10 uM 0,25

Primer Strongyl_ITS-2_R_complete 10 uM 0,25

KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (Roche)* 5

Objem mastermixu na 1 reakci 8

vzorek 2 ul
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Celkovy objem 10 pl

5.
*Doporucena polymeraza, mlze byt vSak nahrazena jinou pfedem otestovanou proofreading
polymerazou
5. Do jednotlivych jamek pfiddme odpovidajici mnozstvi jednotlivych vzorki, pozitivni kontroly a
negativnich kontrol (v tomto poradi). Desticku nasledné zalepime a pred amplifikaci
centrifugujeme pfi maximalnich otackach 5 s.
6. Amplifikace probiha dle niZze uvedeného teplotniho profilu v termocykleru s vhodnym
nastavcem pro PCR desticky a s vyhfivanym vikem (105 °C).
Teplota Cas Pocet cykl@
Denaturace 95 °C 3’
Denaturace 95 °C 15"
Annealing 55,5°C 15" x 30
Elongace 72 °C 15"
Finalni elongace 72 °C 1
12 °C oo

Po skonceni amplifikace a vychlazeni termocykleru na 12 °C Ize vzorky vyjmout a pokracovat dle bodu
7., pfipadné je vtomto bodé mozné postup prerusit a pokracovat nasledujici den a PCR destic¢ku
skladovat v -20 °C.

7.

Vzorky mezi prvnim a druhym kolem musi byt 20x fedéné PCR vodou: do kazdé jamky nové
desticky napipetujeme 36 ul H,O a pfidame 1,5 pl PCR produktu z prvniho kola bud' ru¢né di
pomoci automatického robota. Desticku zalepime félii a centrifugujeme pti maximalnich
otackach 5 s.

Mastermix pro druhé kolo PCR pfipravime analogicky bodu 4. (znaené primery se pridavaji
vsak zvlast) dle nize uvedeného rozpisu:

Mastremix objem
na 1 reakci v pl

PCR H.0 4

11



KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (Roche)*

10

Objem mastermixu na 1 reakci

14

Nextera kombinace znacenych primer( 4 pul
Naredéna reakce prvniho kola (viz bod 7.) 2 ul
Celkovy objem 20 pl

*Doporucena polymeraza, mize byt viak nahrazena jinou pfedem otestovanou proofreading

polymerazou

9. Do jednotlivych jamek priddame sekvenacni primery oznacené barkédy — dle domluvy se

sekvenacnim centrem.

10. Do jednotlivych jamek pfiddme nafedéné reakce prvniho kola (viz bod 7.).

11. Desticku zalepime folii, pred amplifikaci centrifugujeme pfi maximalnich otackach 5 s.

12. Amplifikace probihd dle nize uvedeného teplotniho profilu vtermocykleru s vhodnym
nastavcem pro PCR desticky a s vyhfivanym vikem (105 °C).

Teplota Cas Pocet cykll
Denaturace 95°C 3’
Denaturace 95°C 15"
Annealing 55°C 30" x 16
Elongace 72°C 30"
Finalni elongace |72°C 3’

12°C oo

Po skonceni amplifikace a vychlazeni termocykleru na 12 °C lze vzorky vyjmout a pokracovat ve
vizualizaci PCR produktu, pfipadné je vtomto bodé mozné postup prerusit a desticku skladovat v-20 °C

a pokracovat nasledujici den.

12




Dalsim krokem je kvantifikace vzork( a jejich nasledné spojeni ve finalni knihovnu. Vhodna metoda

kvantifikace se odviji zejména od mnozstvi vzorkl zafazenych ve finalni HTS knihovné. Bud miZou byt
vzorky vizualizovany pomoci elektroforézy a vizualizované produkty kvantifikovany dle pfislusného
softwaru (pfi velkém mnoiZstvi vzork() ci kvantifikovan kazdy jednotlivy vzorek pomoci Qubit
fluorometru (malé mnoZzstvi vzorkud). Od toho se dale odviji postup spojovani ve finalni knihovnu.

Vizualizace a kvantifikace cilové DNA pomoci elektroforézy
Produkty amplifikace jsou separovdny a vizualizovany na 2% agarézovém gelu v 10x TBE pufru (¢i 1x
TAE pufru) v aparature urcené pro horizontalni elektroforézu:

1.

10.

Odpovidajici mnozstvi agardzy (2,0 g/100 ml) v kvalité pro molekularni biologii rozvafime v 10x
TBE pufru (¢i 1x TAE pufru) v mikrovinné troubé a po vychladnuti doplnime destilovanou vodou
na plvodni objem.

Po vychladnuti na cca 50 °C pfidame 5 ul/100 ml MIDORIGreen Advance (Nippon Genetics,
Germany) a po dukladném promichani nalijeme do formicky, vloZime hieben odpovidajici
poctu a objemu analyzovanych vzorkd a nechame zchladnout a ztuhnout (cca 30 minut).

Gel vlozime do aparatury a prelijeme 10x TBE pufrem (Ci 1x TAE pufrem) tak, aby hladina
dosahovala 1-2 mm nad gel, vyjmeme hreben.

Do jednotlivych jamek pipetujeme 5 pl od kazdého vzorku smichaného s 1 pl loading Dye
multikanalovou pipetou. Do krajnich pozic pipetujeme velikostni standard adekvatni délce PCR
produktu - 100 bp DNA Ladder (napf. New England Biolabs, USA/ThermoFisher Scientific, USA).

Zavieme aparaturu a nechame probéhnout elektroforézu pri 80—-150 V (odviji se od velikosti
gelu — mnoizstvi vzorkd) mezi elektrodami po dobu nutnou k dostate¢né separaci produktd.

Po skonceni elektroforézy jsou produkty vizualizovany prosvicenim gelu na UV
transluminatoru, obrazovy vysledek zdokumentovan a uloZzen do databaze pro dodatecné
vyhodnoceni. Idedlné je pouzit transluminator s moznosti kvantifikace produktu.

Pomoci kvantifikacniho softwaru kvantifikujeme kazdy band zachyceny na gelu.

Jednotlivé vzorky na zékladé intenzity bandl seskupime dohromady — rozdélime do nékolika
kategorii/poolt dle podobnosti koncentrace jednotlivych vzorkd.

Koncentraci kazdého poolu zméfime pomoci Qubit fluorometru (pred timto krokem vzniklé
pooly idealné jednotlivé precistime pomoci Agencourt AmpureXP beads; viz ndvod nize).

Seskupime vsechny pooly dohromady dle jejich koncentrace a mnoZstvi vzork( v jednotlivych
poolech, vytvofime findlni knihovnu.

Kvantifikace jednotlivych vzork( pomoci Qubit fluorometru

1.

Zmérime koncentraci kazdého vzorku dle instrukci pro pouZiti Qubit fluorometru (pfed timto
krokem vzorky idedlné kazdy jednotlivé precistime za pomoci Agencourt AmpureXP beads; viz
navod nize).

Vsechny vzorky nafedime PCR vodou na stejnou koncentraci.
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3. Seskupime vSechny nafedéné vzorky dohromady ve stejném objemu a vytvorime tak jeden
smésny vzorek — finadlni knihovnu.

Precisténi vzorku/poolu/finalni knihovny
1. Vzorek dobfe zvortexujeme a centrifugujeme 5 s pfi maximalnich otackach.

2. Priddme Agencourt AmpureXP beads — mnozstvi dle délky produktu, viz ndvod.
3. Mixujeme pipetou a nechame stat 5 min.

4. Presuneme na magneticky stojdnek a pockame, az se vSechny kulicky pfichyti na magnet a
zbyla tekutina zlstane cira.

5. Zkumavku nechame na stojanku a odsajeme tekutinu.

6. Promyjeme kulicky na magnetu pomoci 200 ul 80% etanolu (pelet neporusujeme, pouze ho
oplachneme na povrchu), etanol odpipetujeme.

7. Krok 6 opakujeme.
8. Nékolik minut nechdme odpafit zbytek etanolu.

9. Zkumavku sundame ze stojanku, pelet omyjeme pomoci 30 ul low TE pufru, nechdame 5 min
odstat.

10. Vratime zkumavku na stojanek, pockame dokud se kulicky neusadi na magnetu a tekutina je
cird.

11. Nechdme zkumavku na magnetu a odsajeme knihovnu, kterou pfeneseme do cisté low binding
zkumavky.

Finalni dprava knihovny, sekvenace

Knihovna je pripravena a pfedana v tomto stavu do sekvenacniho centra. V sekvenacnim centru je
zmérena finalni koncentrace DNA knihovny a zkontrolovand dalka produktd napfiklad pomoci
TapeStation System (Agilent), ktery umozni rovnéz kontrolu délky knihovny.

V pfipadé nalezu pfitomnosti dalSich produktd, které svou délkou neodpovidaji cilové délce produktu,
mUzZe byt provedena selekce délky produktu pomoci systému Pippin Prep (Sage Science, USA), ktery je
velice presny.

Finalni knihovna je kvantifikovana pomoci Kapa Library Quantification Kit (Kapa Biosystems), nafedéna
na potifebnou koncentraci a nasledné osekvenovana pomoci MiSeq Reagent Kitu v2 (2 x 250 bp pair
end reads) ¢i v3 (2 x 300 bp pair end reads) s ohledem na délku vyslednych sekvenci, nej¢astéji pomoci
[llumina MiSeq platformy ¢i ostatnich platforem s ohledem na mnozstvi vstupnich vzork( a naroku na
findlni pokryti.

Bioinformatické zpracovani sekvenacnich dat
Data jsou zaslana ze sekvenacéniho centra ve formé Fastq soubord. Je mnoho cest a programd, které
mohou byt pouZity pro zpracovani HTS dat, napriklad QUIIME, Mortur atd. NiZe naleznete stru¢né
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popsanou jednu z moZnych alternativ, kdy pracujeme vterminalu naseho pocitace ¢i za vyuZiti
metacentra a nasledné v programu R.

1. Fastq soubory demuplexujeme pomoci programu skewer (Jiang et al., 2014).
2. Paired-end zasemblujeme pomoci programu pear (Zhang et al., 2014).

3. Eliminujeme sekvence svyssi sekvenacni chybovosti nez 1 za poufZiti programu dada2
(Callahan et al., 2016).

4. Data dale Cistime a filtrujeme za poufziti programu dada2 (Callahan et al., 2016).
5. Najdeme a odstranime chimerické sekvence za pouZziti dada2 algoritm.
6. Duplikaty pro stejny vzorek spojime a pouZijeme pouze sekvence pfitomné v obou duplikatech.

7. Za poufiti algoritmu megaBLAST vici nt/nr NCBI databazi provedeme taxonomické pfirazeni
ITS-2 haplotypl. Pro zarazeni haplotypld muiZe byt rovnéZ vytvorena vlastni referencni
knihovna sekvenci (napfiklad sekvence ziskané z jednotlivych morfologicky uréenych larev
vykultivovanych pomoci koprokultur ¢i dospélych cervi).

Statistické vyhodnoceni dat

Data jsou nasledné statisticky vyhodnocena. Opét je moZné pouzit velkou skalu programl pro
zpracovani HTS dat z nichZ nékteré je moZné pouZivat online ve webovém prohliZzeci. Nejcastéji jsou
vSak data zpracovana v programu R. Zpracovani dat se odviji od otdzek experimentu ¢i védecké studie.
Nejcastéji se vSak porovnavaji parametry alfa a beta diverzity.

Srovnani novosti postupl

V soucasné dobé neni v CR k dispozici dostupna metodika zabyvajici se detekci a presnym popisem
diverzity strongylidnich hlistic. Rutinni metody jsou zaloZené na mikroskopii ¢i zakladnich genetickych
testech na které navazuje Sangerovo sekvenovani. Zadnd z béZné pouzivanych metod vsak
neumoznuje popis celkové komunity strongylidnich hlistic, které se vyskytuji u prezvykavcl v ko-
infekcich nékolika druhy/rody. Naopak metabarcoding za vyuZiti velkokapacitniho sekvenovani
umoZiiuje presny popis celé komunity strongylidnich hlistic u velkého mnoZstvi studovanych vzorkd.

Zasadni novost postupu je presny popis metodiky od sbéru vzorkd, jejich pfipravy pro vhodnou izolaci
celkové DNA pres pfipravu HTS knihovny aZ po zakladni zpracovani HTS dat. VySe popsané metodika
umozZiiuje rovnéZ zpracovani velkého mnoiZstvi vzorkd, coZz je dulleZité pro plosnd hodnoceni.
Predlozena metodika byla ovéfena na Sirokém spektru hostitelskych druh( a rovnéz na vzorcich trusu
skotu na tzemi CR.

Popis uplatnéni certifikované metodiky

Jak u domacich, tak u volné Zijicich kopytnik( patfi spolecenstva helmintl mezi klicové komponenty
bioty gastrointestinalniho traktu. Zatimco nékteré druhy helmint( maji jen minimalni dopad na zdravi
zvirat, fada dalSich patfi mezi zdvainé patogeny podilejici se nejen na snizeni fitness/uzitkovosti, ale i
na pfimé mortalité zvirat.

Ambici certifikované metodiky je vyplnéni zdsadni mezery v metodologii diagnostiky
gastrointestindlnich nematod( a v analyze jejich spolecenstev. Metodika je uplatfiovana pfi studiu
mezidruhovych prenosl helmintl a nalezne uplatnéni v diferencialni analyze spolecenstev helmint(
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pfed a po aplikaci anthelmintik. Detailni informace o sloZeni spolecenstev strongylidnich hlistic
pomahaji odhalit vyskyt resp. podil patogennich druh( a indikaci k terapii. Zejména v kombinaci s
metodami testovani anthelmintické rezistence metodika zaloZzend na HTS mlzZe pomoci identifikovat
rezistentni linie helmintd do druhu a odhadnout jejich mozny dopad na zdravi, resp. ekonomické
vynosy chovu.

Diky faktu, Ze metodika je zaloZena na obecnych genetickych markerech, jeji aplikace prinasi
mimoradné vyhody vsude tam, kde hrozi riziko zavleceni novych patogenl do stada, stejné jako v
situacich, kdy je tfeba monitorovat parazitofaunu kopytnik( prekracujicich statni hranice.

Ekonomicke aspekty

Parazitdzy maji zavazny ekonomicky dopad pro chovatele hospodafskych zvitat. Infekce helminty jsou
dokonce povaZovany za jednu z hlavnich pficin snizené produkce a souvisejicich finan¢nich ztrat v
Fivocisné vyrobé. Vysetieni stad masného skotu v CR v letech 2019-2021 prokazala viudypfitomny
vyskyt strongylidnich infekci.

Metodika vychazi ze zavedenych rutinnich laboratornich postupt (izolace DNA, PCR) a dostupnych
servisnich sluzeb (High Througput Sequnecing). Na cilovych pracovistich by tak neméla vyzadovat
vyznamnéjsi investice a je realizovatelna pti pokryti materidlovych nakladl a sluZeb souvisejicich se
sekvenovanim a bioinformatickycm zpracovanim dat. Ekonomicky pfinost sledovani helmintdz nelze
odhadnout bez znalosti plo$né situace v CR. Pravé v analyzdch dopadu parazitéz na ekonomiku
Fivocisné produkce CR zaostavd za zemémi s propracovanym systémem analyzy ztrat. Napriklad v
Austradlii jsou ekonomické ztraty zplsobené pravé témito hlisticemi odhadovany na miliardu dolard,
dalsi desitky miliard jsou vynaloZeny na jejich Iécbu (McLeod, 1995 Rashid et al., 2019).
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