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ABSTRAKT

V této praci byly priblizeny nejpouzivanéj$i metody molekularni biologie, z nichz nejvétsi
pozornost byla vénovana metodé¢ PCR. O metodé PCR bylo pojednano v teoretické Casti
ve dvou samostatnych kapitolach. Cilem praktické casti bylo optimalizovat metodu PCR
pro detekci Salmonella a E. coli. Byl sledovan vliv annealingové teploty na vysledek
detekce. Na zaklad¢ optimalizace jednotlivych detekcnich reakci byla poté provedena
paralelni detekce Salmonella a E. coli metodou multiplex PCR. Jelikoz byly metodou
multiplex PCR detekovany vSechny specifické produkty, byla tato metoda aplikovana
na vzorky kufeciho masa a kufeci kiize. Z uméle zaockovanych vzorka byla DNA ziskana
metodou povaieni v PCR pufru. Pouzitim tohoto postupu v kombinaci s metodou multiplex

PCR bylo umoznéno souc¢asné detekovat bakterii Salmonella a E. coli.

Kli¢ova slova: polymerazova fetézova reakce, annealingova teplota, optimalizace,

potraviny, Salmonella, E. coli

ABSTRACT

The most frequently used molecular biology methods are described in this work. PCR
method is the most common used method in this field. The aim of the practical part was
to optimise the PCR method for the detection of Salmonella and E. coli. The effect
of annealing temperature on PCR was observed. Parallel detection of Salmonella and
E. coli was carried out by multiplex PCR method. Based on these results the multiplex
PCR method was applied to chicken meat and chicken skin samples. DNA was recovered
from artificially inoculated samples by boiling in PCR buffer. Use of this procedure
in combination with multiplex PCR method is suitable method for parallel detection

of Salmonella and E. coli.

Keywords: polymerase chain reaction, annealing temperature, optimalization, food,

Salmonella, E. coli



Dékuji Mgr. Magdé Dolezalové za odborné vedeni, cenné rady a pfipominky pfi realizaci

mé diplomové prace.

Prohlasuji, Ze jsem na bakalarské/diplomové praci pracoval(a) samostatné a pouzitou
literaturu jsem citoval(a). V pripadé publikace vysledkt, je-li to uvedeno na zakladé¢

licen¢ni smlouvy, budu uveden(a) jako spoluautor(ka).

Ve Zling

Podpis studenta



L0 V40 ) D OSSPSR 8
I TEORETICKA CAST ..ot 9
1  CHARAKTERISTIKA STUDOVANYCH BAKTERII............cccoooevvirniiiinnne, 10
1.1 ROD ESCHERICHIA ..cctiiiiitieite ettt ettt sra e sneesna e e e es 10
1.1.1  ESCherichia Coli......cciiiiiiiiiiicec e 10
1.2 ROD SALMONELLA. .....uteititieiteetesteesteeeesteesteetesseestaesesseesteastessaessaensesseesseensesneenes 11
1.2.1  Onemocnéni zplisobena salmonelou ..........cccccveviiiiiieiiiiiiie e 12
2 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE .......cccooovvieieieieeeeeeeeseeveeeeesieiens 13
2.1  POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR) ....ocoviiieiiiie e 13
2.2 HYBRIDIZACNI METODY ..vvtiiuviteiiiieesieessstesasisnessssessssnessssessseessssesssssesssssessssneesnsns 13
2.2.1  Varianty hybridizace na pevném NOSICI .........cevvrvirieriniiinieiese e 14
2.2.2  Vyuziti hybridiza¢nich metod ...........c.ccoiviiiiiiiiie 14
2.3  METODY POLYMORFIZMU RESTRIKCNICH FRAGMENTU (RFLP) ......cccvoviiieiene, 15
2.3.1  Restrikéni endonukICAZY ..........cccoiiiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.3.2  Vyuziti metody RFLP........cccccoiiiiiiiii e 15
24 IMUNOLOGICKE METODY .1uttteistttesstetessiesesssesssssesssssesssssesssssssssssesssssessssesssssessnsns 15
2.4.1  Priklady imunologickych metod..........cccoovviiiiiiiiiiiic 16
2.4.2  Vyuziti imunologickych metod ..........ccoiiiiiiiiiiiii e 16
3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR).........cccccocovvvnirniirererrnrinnns 17
3.1 PRINCIP PCR ...ttt sttt e et e e e e e nnneean 17
3.2 AMPLIFIKACNT PROFIL ..eiiuvieeiiieairiesieeesieesssnessssesssssesssssesssssesssssesssssesssssessnsesans 18
3.3 KOMPONENTY REAKCE ...cutiiittiateesireateesseeateessseabeessseanseesseessseesnneaseessnesnseesnneenns 18
3.4 PRUBEH AMPLIFIKACNT REAKCE ....uviiiiiieiiiiesiieesieeesieessieessnseesssseesssnessssnessnsnesans 20
3.5 DETEKCE AMPLIKONU ....utttiitieesiiiesssieessssesssssaesssseesssessseessnseessnsesssssessssssssssseesnnns 20
3.5.1  EIKtrOfOréZa .....ccuvvviiiiiiiei it 21
35,2 Gl s 21
3.5.3  Vizualizace a identifikace DNA fragmentll ..........cccooveniieiiniiieniiiesiee s 22
3.5.4  Automatické SEKVENCOVANT .....ceeiiiiviiieiiiiiiieecciitee e et e st e et e e earae e 22
3.6 FALESNE POZITIVNI A FALESNE NEGATIVNI VYSLEDKY ....vvvviiiieeiiieeiiieeniieeesiieeens 23
3.7 VYUZTIPCR ..o 23
3.8 MODIFIKACE PCR ...ttt 24

4 PRAKTICKE VYUZITi PCR PRO DETEKCI MIKROORGANIZMU
V POTRAVINACH ...ttt e s brae e e 25
4.1 DETEKCE SALMONELLA ..coiiiiiiicttttiet e e e e s s sttt es s s e s s s s sbbbabes s s s e s s s saabbbaseesseessssassrrrens 25
4.2 DETEKCE ESCHERICHIA COLL.uuiiiutiiiiiiieeiiiieesitaessiaeessiee e stae e stae e sntaessnbaeesnaeessnneesnns 27
4.3 DETEKCE OSTATNICH POTRAVINAMI PRENASENYCH PATOGENNICH BAKTERI] ...... 28

I PRAKTICKA CAST ..o e et er et er et es e 29



6 MATERIAL A METODY ....ooovovoeooeeeeeeeeeeeeee oo e eeeses e e e eees e ees s e 31
6.1 PRISTROJOVA TECHNIKA A POMUCKY 1ttuutieeieterersrnsseeesssesssssnssesesssessssseseeeseeen 31
6.2 CHEMIKALIE A REAKTANTY 1.1eetttettttiisseeeteeesstsnnssseessesesssnnsssessessssssnnnnreseseesssnn 31
6.3 QU U AT N Y123 5) 1T 33

6.3.1  MPA (MasoPEPtONOVY QZAT) .....eerverreriieriinriiiiesrieresee e 33
6.3.2  BHI (brain heart iNfUSION) ..........cocviiiiieiiiie e 33
6.3.3  BPW (buffered peptone WALEN)..........cceveieiieierienieiise e 33
6.4 BAKTERIALNI KIMENY ..uiiiitetetetttuseeeeeseessssunsssssssesessssnssseesssesssssnsnreessssssssnnnnreeens 34
6.5 IVIETODY oottt e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeeeeneaa s 34
6.5.1 KU VACE DAKLETIT «vvvvn et eeeee e et ettt e e e et e e e e et eeeeee e teeeeseteeeeeetaneeeeeranes 34
6.5.2  Kultivace bakterii pro piipravu vzorkll potravin...........ccoceevveiiiiciicnennenn 34
6.5.3  Pfiprava vZorkll POtravin.......cccceeiiiiiiiiciiiic e 34
6.5.4  Extrakce DNA pOVATENIM ......cccveiiiiiiiieiiiiieseesece e 34
6.5.5  Extrakce DNA pomoci Lego Kitl........ccooviiiiiiiiiiiiiccccec e 35
6.5.6  Extrakce DNA Ze VZOTKU KUFELE .....oeeeeeeeeeeeeee et aeeeeens 35
6.5.7  PCR AMPITIKACE .....coviiiiiieiiii s 35
6.5.8  Muliplex PCR amplifikace...........cccooiiiiiiiiiiiieee s 36
6.5.9  Amplifikacni profil........cccociiiiiiiii 36
6.5.10 Elektroforetickd detekce amplikont...........ccoccveviiiiiiiniiiiic e 36

7 VYSLEDKY A DISKUZE .....oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eet et eee et en e e enneens 38
7.1 DETEKCE BAKTERIE SALMONELLA TYPHIMURIUM ..ccvvviiiieeeieeeeieeee e e e e eeeerenn e 38
1.2 DETEKCE BAKTERIE ESCHERICHIA COLI cevvvuiiiiieeeieeeieieie e e e eeeeeetisssseesseeeesinnnneeees 41
7.3 IMULIPLEX PCR ettt ettt ettt ettt e e e e e et et e e e e e e e e e e ee et e eees 45
7.4 Pouziti MULTIPLEX PCR PRI DETEKCI SALMONELLA TYPHIMURIUM A E. coLl

Z KURECTHO MASA c.ceeettte st e ettt ettt et e e ettt s e e e e e e et eea b et e e e eeseeessannreeeeeseesnsnnnnns 48

ZAVER ..o e e e et e s et e e e e e et e et e e e e e e e e e 52

SEZNAM POUZITE LITERATURY ..ot tetteeeteeeeeeeeeee et e eeeet et eee e ees e e e een e 53

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ......coovooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 62

SEZNAM OBRAZIKU ...ttt ettt et et eee et ee e e ee e e 63

SEZNAM TABULEK ... 64



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 8

UvVOD

Mnoho vysoce rizikovych patogennich mikroorganizmu, které ohrozuji zdravi lidi, je
prenaseno potravinami. Nasledkem toho dochazi k nartistu onemocnéni a umrtnosti, kterou
mohou nékteré piipady koncit. Potravinami pfenaSend onemocnéni a otravy potravinami
jsou velkym problémem vetfejného zdravi a na jejich eliminaci jsou ro¢né vynakladany
miliony dolart. V ramci zlepSeni kvality a bezpe€nosti potravin je vysoky daraz kladen

na kontrolu potravin. Piesna a rychla detekce rizikovych patogent je tedy nezbytna.

Vroce 2008 bylo v CR hlaseno 20175 piipadd bakterialnich stfevnich infekei
zpusobenych Campylobacter. Campylobacter je nejvétsim ptavodcem enteritid. Druhé
nejcastejsi sttevni onemocnéni piedstavuji infekce zptisobené salmonelami. V roce 2008

bylo v CR zaznamenéno 11 009 piipadi infekci vyvolanych bakterii Salmonella [1].

Detekce rizikovych patogenti je mozna pouzitim tradicnich kultiva¢nich metod. Neni vSak
splnén pozadavek na rychlost detekce. Kultivacni metody jsou casov€ narocné a pracné,
jejich provedeni vyzaduje nékolik dnd. Proto je nutné vyvijet metody, jimiz by byl zkracen

¢as potiebny pro detekei.

Zatazenim metod molekularni biologie pii detekci mikroorganizmti je vyrazné zkracena
doba potiebna pro detekci na nékolik hodin misto dnii. Kromé toho je pouzitim metod
molekuldrni biologie dosahovdno také vysoké citlivosti a specificity detekce.
Mezi pouzivané metody molekularni biologie patii metoda PCR, hybridiza¢ni metody,

metoda RFLP nebo imunologické metody.

Metody molekularni biologie se dnes stavaji platnou alternativou tradicnim detek¢nim

metodam a za cCas jisté pro své vyhody tyto metody pln€ nahradi.
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1 CHARAKTERISTIKA STUDOVANYCH BAKTERII

E. coli a Salmonella jsou fakultativn¢ anaerobni bakterie zafazené do celedi
Enterobacteriaceae. V¢tSina bakterii z této Celedi zije ve stievech obratloven, ze kterych se
dostavaji do okolniho prostfedi, odpadnich vod a hnojené pidy. Nekteré mikroorganizmy
jsou soucasti obligatni mikroflory stfeva, jiné jsou ptivodci gastrointestinalnich i jinych
onemocnéni ¢lovéka a zvifat. Zhlediska morfologie se jednd o tyCinky.
Mezi charakteristické vlastnosti bakterii této celedi patfi: gramnegativita, oxidaza
negativita, kataldza pozitivita, redukce nitratti, zkvasovani glukézy, optimum ristu
pti 37 °C. Rozdilnymi vlastnostmi jsou pohyblivost, $t€peni cukrid, utilizace citratd,

antigenni struktura [2, 3].

1.1 Rod Escherichia

Rod Escherichia zahrnuje rovné ty€inky, které se vyskytuji jednotlivé nebo ve dvojicich.
VétsSinou maji peritrichalni bic¢iky popt. také fimbrie. ZkvaSuji glukdézu vétSinou
za tvorby plynu. Dal$im zkvaSovanym cukrem je lakt6za. NejvyznamnéjSim zastupcem je

Escherichia coli [2, 4].

1.1.1 Escherichia coli

Escherichia coli patfi mezi obligatni mikroorganizmy stfeva teplokrevnych Zzivocichd a
clovéka. Nekteré kmeny jsou uzitecné tim, ze se podili na produkcei vitaminti skupiny B a
K. Kromé¢ téchto kmend vSak existuji i kmeny patogenni [2]. Patogenni Escherichia coli je
puvodcem dvou typti onemocnéni. Mezi extraintestinalni onemocnéni jsou fazena
onemocnéni mocovych cest, septickd onemocnéni, infekce ran a hnisavé procesy.
Extraintestindlni onemocnéni jsou vyvolana pievdzné kmeny, které maji polysacharidovy
kapsularni antigen; v mo€ovém traktu kmeny, které maji tzv. P fimbrie, jimiz adheruji
na sliznici mocovych cest. V zazivacim traktu se urCité kmeny E. coli uplatiuji jako
patogeny ruznymi mechanizmy, podle kterych se tyto kmeny oznacuji [5].

Enteropatogenni kmeny jsou vyvolavateli novorozeneckych priijmu. Piiznaky onemocnéni
jsou vodnaté prijmy, které jsou pii¢inou dehydratace organizmu piipadné i smrti jedince.
U vétSich déti a u dospélych onemocnéni vyvolano neni. Bylo prokdzano, Ze schopnost
vyvolat novorozenecké prijmy je vazéna pouze na nekteré sérotypy, které kolonizuji tenké

a tlusté stievo [5]. Nejznaméjsi jsou sérotypy 055, O111, O126, 086 a dalsi [6]. Infekce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

enteropatogennimi kmeny je spojena s charakteristickymi ultrastrukturdlnimi zménami
v epitelidlnich buiikédch tenkého stieva. U téchto kmenl nebyla prokazana tvorba
enterotoxind. V rozvinutych zemich byl zaznamenan pokles infekci zpusobenych
enteropatogennimi kmeny, v rozvojovych zemich jsou vSak stale problémem [5].
Enterotoxigenni kmeny mohou vyvolat prijmy jak u déti, tak i u dosp€lych. Tyto kmeny
kolonizuji tenké stifevo pomoci koloniza¢nich faktorl, coz jsou proteinové fimbrie, které
jsou druhové specifické (pro ¢loveka, pro selata, pro telata). Enterotoxigenni kmeny mohou
produkovat dva typy enterotoxini, a to termolabilni enterotoxin podobny choleragenu a
termostabilni enterotoxin. Genetickd informace pro tvorbu enterotoxinli je vazana
na plazmidech. Enterotoxigenni kmeny se vyskytuji ptfevazné v endemicky v teplych
oblastech (Mexiko, Bangladés, Egypt), do stiedni Evropy se dostdvaji pii ndvratu
cestovateld tzv. cestovatelské prijmy [5].

Enteoroinvazivni kmeny maji podobny mechanizmus patogenity jako Shigella, tj. pronikaji
do bunék a v nich se mnozi. Onemocnéni probiha jako bacilarni dyzenterie [5].
Nejbéznéjsim sérotypem je 0124 [6].

Enterohemoragické kmeny maji podobny mechanizmus adherence jako enteropatogenni
kmeny, ale vazi se pfevazné v tlustém stfevé. Jsou producenty toxinu, ktery se oznacuje
jako shiga-like toxin nebo verotoxin. Nejbéznéjsim sérotypem je O157:H7 [5]. Tyto kmeny
jsou puvodci hemoragické kolitidy a hemolyticko-uremického syndromu (HUS) [7].
Onemocnéni byva Casto smrtelné, vyskytuje se v détském véku, a to nejen v rozvojovych

zemich. Enterohemoragické kmeny byly zachyceny i v Ceské republice [5].

1.2 Rod Salmonella

Do rodu Salmonella jsou zafazeny az na né€kolik vyjimek pohyblivé tyCinky se
4-5 peritrichalnimi bi¢iky. Nepohyblivé jsou S. gallinarum a S. pullorum. Bakterie
se mohou vyskytovat v fetizcich, ale také jednotlivé nebo v parech. VétSina salmonel ma
fimbrie adhezivniho typu. Zkvasuji glukdzu vétsinou za tvorby plynu, maltézu a mannitol a
produkuji HS [2, 3].

Od roku 2005 jsou vrodu Salmonella zahrnuty dva druhy, Salmonella enterica a
Salmonella bongori. Salmonella enterica je dale rozdélena do 6 subspecii, |- S. enterica
enterica, IlI- S. enterica salamae, llla- S. enterica arizonae, Illb- S. enterica diarizonae,
IV- S. enterica houtenae, VI- S. enterica indica [8]. Na zaklad¢ antigenni struktury je

Salmonella klasifikovana do jednotlivych sérovari, kterych je dnes znamo okolo 2500 [4].


http://www.biotox.cz/toxikon/bakterie/bakterie/shigella_dysenteriae.php
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Antigenni klasifikace salmonel je zaloZzena na télovych (somatickych) antigenech O a
bicikovych (flagelarnich) antigenech H. Somatické O-antigeny maji lipopolysacharidovy
charakter. Bic¢ikovy H-antigen je bilkovinné povahy a je termolabilni. Salmonely jsou
obyvateli intestindlniho traktu teplokrevnych zivocichll. Pro svou nendro¢nost se mohou
rozmnozovat i mimo télo zivocichl, pfedevsim v potravinach zivoc¢isSného ptivodu. Piitom

jsou uvoliovany toxiny [3].

1.2.1 Onemocnéni zptuisobena salmonelou

Salmonely zplsobuji 3 typy onemocnéni, které jsou nazyvany salmoneldzy.
projevuje se krvavym prujmem, hore¢kou, bolestmi hlavy a bficha [3].

S. paratyphi A, B a C zpusobuje onemocnéni zvané paratyfus, které ma obdobny, ale leh¢i
prabéh nez brisni tyfus. Tyfus a paratyfy jsou onemocnéni, pifi kterych je zdrojem nakazy
nemocny c¢lovék nebo bacilonosi¢. Pfenos nédkazy se dé&je piimo stolici nebo moci
nemocného nebo nepiimo vodou, mlékem, potravinami atd. Infekce, jejimz ptivodcem jsou
zvitata, byly zjistény pouze u sérotypu S. paratyphi B [3].

NejbézngjSim typem salmoneldz je gastroenteritida. Gastroenteritidy jsou zpusobeny
ostatnimi typy salmonel. Pfi tomto typu onemocnéni jsou zdrojem nakaz nejCastéji zvifata

a kontaminované potraviny. Potraviny maji Ustfedni postaveni v §ifeni a pomnozovani
salmonel, zejména kontaminovana vejce, dritbez, masné a mlé¢né vyrobky. Mezi pfiznaky
gastroenteritidy jsou fazeny horecka, nevolnost, vodnaté priijmy, zvraceni, bolesti hlavy.
Onemocnéni se u ¢loveka projevi za 6 az 8 hodin po poZiti kontaminované potraviny, trva

5 az 10 dnu, ale exkrece bakterii ptetrvava az nékolik tydnt [3].
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2 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE

Molekularni biologie je zdkladem moderni genetiky, vychazi z biochemickych poznatkl a
studuje pienos genetické informace na molekularni arovni [9]. K naristu znalosti v oblasti
molekularni biologie doslo az v nékolika poslednich desetiletich 20. stoleti a techniky
molekuldrni biologie pfinesly vyznamné objevy v mnoha védnich oborech, predevsim
bakteriologii [10].

Metody molekularni biologie pouZzivaji technologii amplifikace (zmnozeni) nukleovych
kyselin in vitro. Amplifika¢ni technika vyrazné zvysSuje citlivost detekce pfi zachovani
vysoké specificity reakce. Produkt amplifikace tzv. amplikon miiZze byt charakterizovan
riznymi postupy, které zahrnuji hybridizaci s pouzitim sondy, analyzu fragmentt vzniklych
Stépenim restrikéni endonukledzou nebo piimou analyzu sekvenci. Na rozdil od tradi¢nich
detek¢nich metod neni pfi identifikaci mikroorganizmti pozadovéna Casové néaro¢na
kultivace. Po této strance tak metody molekuldrni biologie ptekonaly tradiéni metody
detekce [11]. Mezi vyznamné molekularné-biologické metody patii polymerazova fetézova
reakce, hybridizaéni metody, metoda polymorfizmu délky restrikénich fragmenti a

imunologické metody.

2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce je nejznaméjsi a nejvyuzivangj$i molekularné-biologicka
metoda a ma velky vyznam ve vyzkumu i praxi. V PCR jsou vyuzity procesy denaturace,
hybridizace a syntézy DNA. PouZitim této metody je umoZnéna amplifikace DNA
z nepatrného mnozstvi biologického materialu [9]. O PCR bude podrobné pojednano

Vv nasledujici kapitole.

2.2 Hybridiza¢ni metody

Hybridizaéni metody jsou zaloZeny na identifikaci urCitych ¢asti genomu pomoci uméle
ptipravenych tsekli DNA se zndmou sekvenci, které jsou nazyvany sondy. Kazda sonda je
oznacena [9]. Znaceni je Casto provadéno pomoci fluorescen¢nich barviv (rhodamin,
fluorescein, fluorochrom) nebo radioaktivnich prvké (3P, *H, *°I) [8,11,12,13]. Tam, kde
je sekvence analyzovaného vzorku komplementarni k sekvenci sondy, dojde k hybridizaci

(navazani), coz se projevi radioaktivitou nebo fluorescenci [13].
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Hybridizace je vétSinou provadéna na pevnych nosicich, nejCastéji jsou to membrany
z nitratu celuléozy nebo nylonu. Pfenos na membranu je uskutecnén prostou difuzi
pusobenim kapilarnich sil, za pomoci vakua nebo ptsobenim elektrického proudu [15].
Principem hybridizace je denaturace a reasociace DNA [9]. V postupu hybridizace jsou
zahrnuty ¢tyti kroky. Prehybridizace, pfi které je zabranéno nespecifickému navazani sondy
obsazenim volnych mist na membrané. Druhym krokem je vlastni hybridizace. Poté je
nenavazand sonda odstranéna promyvanim. Na zavér je provedena detekce sondy [16].
Pro pifesnou hybridizaci musi byt zajiSténa wurcitd teplota a koncentrace iontl

V hybridiza¢nim roztoku, které 1ze experimentalné odvodit od teploty tani sondy [17].

2.2.1 Varianty hybridizace na pevném nosici

K variantam hybridizace na pevném nosi¢i patii Southern blotting, Northern blotting,
Western blotting a hybridizace in situ.

Southern blotting je ptenos DNA, Northern blotting je ptenos RNA a Western blotting je
pienos proteintt [15]. Vzniklé fragmenty jsou separovany vétSinou pomoci horizontalni
elektroforézy v agar6zovém gelu, ve kterém jsou rozdéleny podle velikosti. ProtoZe tato
mobilni faze neni vhodna pro dal$i analyzu, je provedena fixace na pevném nosici.
V ptipadé dvoutetézcovych molekul je pfed pfenosem molekuly provedena jesté chemicka
denaturace [18]. Elektroforetické separaci obvykle jesté ptredchazi $tépeni restrikéni
endonukledzou. Tyto metody poskytuji dvoji informaci, jednak o pfitomnosti a jednak
o velikosti nukleové kyseliny nebo proteinu, které hybridizovaly se sondou [15].

Metoda in situ hybridizace je zaloZena na tom, ze hybridizace probiha piimo v biologickém
materialu, v morfologicky intaktni tkani, v bunkach nebo na chromozomech, které jsou

fixovany na mikroskopickém skli¢ku [9,15].

2.2.2 Vyuziti hybridiza¢nich metod

Hybridiza¢ni metody jsou vysoce specifické, ale jsou omezeny jejich nizsi citlivosti. Jejich
citlivost je postacujici, kdyz je hybridiza¢ni sondou urceno, zda v kultufe vypéstovany
mikroorganizmus geneticky odpovida danému druhu ¢i kmenu. Zminéna citlivost nemusi
byt dostacujici, kdyz je plivodce onemocnéni prokazovan piimo ve vzorku, ktery byl
odebréan pacientovi, zvlasté¢ kdyz v procesu izolace nukleové kyseliny dochazi ke ztratdm
[19]. Hybridiza¢cni metody jsou vyuzivany v klinické genetice k prukazu deleci nebo

amplifikaci jednotlivych gent popft. celych chromozomi, protoZe tyto zmény mohou byt
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zodpovédné za mnoha zavazna postizeni. Hybridizacni metody slouzi také k vysSetieni

nékterych infek¢énich onemocnéni, zejména virovych [9].

2.3 Metody polymorfizmu restrikénich fragmentii (RFLP)

Principem této metody je rozdilnost v homologickych sekvencich DNA rtiznych
organizmu. Tato rozdilnost je detekovéana pfitomnosti DNA fragmenti rGznych délek
po Stépeni vzorku DNA. DNA je Stépena ve specifickych mistech pomoci enzymd, které
jsou nazyvany restrikéni endonukleazy [20]. Jednotlivé kroky RFLP zahrnuji $t€peni DNA
restrikénimi enzymy, separaci fragmenti gelovou elektroforézou a identifikaci fragmentt

(Southernova hybridizace) [16].

2.3.1 Restrikéni endonukleazy

Restrikéni endonukledzy byly nalezeny u mnoha bakteridlnich kmend, jejich biologicka
funkce spociva v ochran¢ bakteridlni bunky, kdy restrikéni endonukleazy odbouravaji
cizorodou DNA. Pied G¢inkem cizorodé DNA je bakterialni bunika chranéna metylaci
Vv cilovych mistech [21]. Cilové misto restrik¢nich endonukledz je tvofené kratkou obvykle
4 az 7 nukleotidovou sekvenci na dvoufetézcovych molekulach DNA. Tato skevence je
velmi Casto palindromatickd, tzn. Ze na obou vlaknech DNA ve sméru od 5’konce maji
nukleotidy stejné potadi [16]. Restrikéni endonukledzy jsou rozdéleny do tii tfid podle
jejich slozeni, pozadavkl na kofaktory a podle zptisobu s$tépeni DNA. Restrik¢éni enzymy
ttidy II jsou nejvhodnéjsi pro analyzu DNA. DNA je St€pena vzdy ve stejném misté a

cilové misto téchto restrikénich enzymi je obvykle palindromatické [22].

2.3.2 Vyuziti metody RFLP

Pomoci metody RFLP Ize studovat rozdilnosti genomt organizmti, rozdilnosti jednotlivych

rodi, druht ¢astecné i poddruht, ale ne rozdily mezi blizce ptibuznymi populacemi [23].

2.4 Imunologické metody

Imunologické metody vyuZivaji reakce antigenu a protilatky a vysoké afinity obou molekul
[24]. Proniknutim antigenu do organizmu je vyvolana tvorba protilatek. Protilatky jsou
proteiny znamé jako imunoglobuliny. Protilatky mohou byt monoklonalni nebo
polyklonélni. Polyklonalni protilatky jsou produkovéany riznymi klony lymfocytt B a jejich

preparat tedy miize obsahovat smés proteinli. Jsou ziskavany z krevniho séra
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imunizovaného laboratorniho zvifete. Monoklonalni protilatky jsou produkovany populaci
identickych bunék a jejich preparat je vzdy homogenni [25, 26]. Pii pfipravé
monoklonalnich protilatek je vyuzita technologie hybridomt. Hybridomy jsou pfipraveny
fazi lymfocyti B imunizovaného zvitete (slezinny lymfocyt mysi) a myelomovych bunék
(nddorové zmeéneéna plazmatickd bunka). Lymfocyt B je nositelem specificity produkované
protilatky a pfitomnosti myelomova buiiky je umoznén neptetrzity riist hybridomu. Reakce
Antigen nebo protildtka jsou oznaceny molekulou, ktera po vzniku imunokomplexu
signalizuje pfitomnost antigenu nebo protilatky. Ke znaceni mohou byt pouzity
radioizotopy, enzymy, které méni barvu roztoku, nebo substance, které jsou schopny

vysilat zateni [29].

2.4.1 Priklady imunologickych metod

Mezi pouzivané imunologické metody patii metoda radioimunologickd, imunoenzymaticka
a imunofluorescencni.

Principem radioimunologické metody (RIA) je soutéZ mezi neznaenym antigenem a
radioaktivné znaCenym antigenem o navazani se na protilatku. Znaceni je obvykle

125 yysledkem testu je méfeni radioaktivity [30].

provedeno pomoci radiozotopu I
Imunoenzymaticka metoda (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) je zaloZena
na podobném principu jako RIA. Misto znaceni radioizotopem je vSak uZito navazéani se
enzymu na protilatku. Reakce enzymu s bezbarvym substratem vede ke vzniku barevného
produktu, jehoz mnoZstvi je méfeno spektrofotometricky. Mezi enzymy, které jsou
pouzivany, patii peroxidaza, alkalicka fosfataza atd. [30].

Pfi imunofluorescencni metod¢ (IFA) je protilatka oznacena fluorochromem. Nejcastéji
uzivanymi fluorochromy jsou fluorescein a rhodamin. Fluorochromy jsou schopné

absorbovat svétlo urcité vinové délky a emitovat svétlo o vyssi vinové délce. K hodnoceni

testu jsou pouzivany fluorescen¢ni mikroskopy se zdrojem UV-zateni [30].

2.4.2 VyuZziti imunologickych metod

Imunologické metody jsou uspésné vyuzivany k detekci bakterialnich patogent a toxint

[17].
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3 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Polymerazova fetézova reakce byla jako laboratorni technika koncipovadna v roce 1983
Vv laboratotich Cetus Corporation v Kalifornii Kary Mullisem v ramci feSeni exponencialni
amplifikace oligonukleotidtl v tzv. beta-globinovém programu [19]. Tento americky védec
za svlj objev obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii. Metoda PCR je zaloZena
na schopnosti DNA-polymerazy tvofit kopie DNA fetézce, na principu komplementarity
dochazi k elongaci nového DNA fetézce podle useku fetézce pivodni DNA, ktery je
vymezen dvéma primery [11]. Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné PCR pouzit
pro zjisténi pfitomnosti velmi malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku, teoreticky by

meéla stacit jedna molekula DNA nebo ve zvlastnich piipadech RNA [31].

3.1 Princip PCR

PCR je tedy enzymové fizend, primery zprostfedkovand, na teploté zavisla reakce
pro replikaci specifické DNA sekvence in vitro [10]. Podstatou PCR je opakovani se cykla
amplifikace vybrané sekvence nukleové kyseliny [11]. Kazdy cyklus je slozen ze tii
jednoduchych reakci, které probihaji za stejnych podminek a liS§i se pouze hodnotou
pouzité reakéni teploty. Tii reakce zahrnuji denaturaci, annealing a extenzi [10].
1. Denaturace
VySettovand DNA je denaturovana tepelné. Pii teplot¢ vétsSi nez 90 °C jsou
rozvolnovany vodikové mustky, kterymi jsou spojeny purinové a pyrimidinové baze
vzajemné komplementarnich nukleotidi. Vysledkem tohoto procesu je jednofetézcova
DNA, kterd vdalsi reakéni fazi slouzi jako matrice pro syntézu nového
komplementarniho fetézce [19].
2. Annealing
Annealing je proces hybridizace, tj. komplementarniho navazani primerd na cilové
sekvence matricového fetézce. Mista vazby primerd vymezuji oblast DNA, kterd bude
v dalSich cyklech amplifikovana. Annealing probiha pfi teploté 45 - 65 °C [9].
3. Extenze
Extenze je enzymaticky proces prodluzovani fetézcii DNA, ktery probihd pfii teploté
72 °C. Na 3’-OH konce navéazanych primeri nasedd DNA-polymeraza, ktera
K primerim piipojuje nové nukleotidy. Tim dochazi k prodlouZeni fetézce ve sméru

53" [9].
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Vysledkem procesu je nové vytvoiena dvouietézcova DNA, tzv. amplikon. Protoze
dochdzi k amplifikaci obou fetézcii matricové DNA, vzniknou v pribéhu cyklu z jedné
vychozi molekuly dva amplikony. V kazdém nasledujicim cyklu je pocet amplikoni opét
zdvojnasoben [19]. Po prob&hnuti n cykli by mélo byt ve finalnim produktu obsazeno 2"
kopii piivodniho templatu DNA [10]. Ve skute¢nosti je tento pocet o néco mensi, nebot’
muze dochéazet k chybam a teprve ve tietim cyklu jsou vytvaifeny amplikony, jejichz délka
odpovidd délce amplifikovanému tseku [9]. Riziko chyb je tim vétsi, ¢im delsi je
amplifikovany usek a ¢im vyssi je obsah C-G bazi. Proto je doporuceno provadét 35-40

na sebe navazujicich cykla [19].

3.2 Amplifikaé¢ni profil

Amplifikacni profil je zpravidla uréen empiricky. Kromé poctu cykll jsou v ném zahrnuty
teplotni a casové udaje pro prubéh jednotlivych reakci cyklu a preamplifikacéni a
postamplifikaéni stabiliza¢ni teploty. Casové udaje pro jednotlivé reakce jsou zavislé
na délce amplifikovanych usekd [19]. Zafazenim preamplifikac¢ni stabiliza¢ni teploty
tzv. pocatecni denaturace do reakce, je umoznéna kompletni denaturace templatu. Je tak
zabranéno renaturaci DNA a nespecifickému navazani primert. Zahtati probiha 1-5 minut
pti teplot¢ 95 °C [31]. Postamplifikacni stabilizacni teplota tzv. zavéreCna extenze
navazuje na posledni cyklus polymerazové tetézové reakce a probihd pfi teploté 72 °C

nékolik minut. V této fazi je dokoncena syntéza amplikont [32].

3.3 Komponenty reakce

Reakéni smés pro PCR je sloZena z teplotné-rezistentni DNA-polymerazy, pufru, dNTP,
templatové DNA a dvojice primeru [33].

Teplotné rezistentni DNA-polymeraza

Termostabilita DNA-polymerazy je dulezitou podminkou reakce, protoze jednim z kroku
polymerazové fetézové reakce je denaturace. Denaturace je provadéna pfi teploté asi 95 °C,
pii které jsou vSechny bé€zné enzymy inaktivovany. Pouzitim termostabilni
DNA-polymerazy je zajiSténa dostatecna aktivita enzymu po celou dobu amplifikace.
Pii amplifikacich je vétsinou pouzivana Taq DNA-polymeraza [31]. Jeji nazev je odvozen
Z druhového ndzvu bakterie, ze které byla polymerdza izolovana. Taqg DNA-polymeraza

byla izolovana z bakterie Thermus aquaticus, ktera se vyskytuje ve vyvérech horkych
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mineralnich prament [9]. Jeji teplotni optimum je 75 °C a jeji Zivotnost je asi 40 minut
pti teploté 95 °C. Tento enzym vykazuje pouze 5'—3" polymerazovou aktivitu, postrada
3’—5’exonukledzovou aktivitu, coz znamena, ze neni umoznéna oprava chyb, které
vznikaji pfi replikaci. Vzniklé amplifikaéni produkty tak mohou obsahovat nespravné
inkorporovanou bazi. Vétsing aplikaci je vSak presnost Taq DNA-polymerazy dostacujici.
Vyhodou této polymerazy je jeji vysokd procesivita. Timto terminem je oznacena
schopnost syntetizovat dlouhé, az 10 kb dlouhé, useky DNA [31].

Kromé Tag DNA-polymerazy mohou byt pouzity napt. také Pwo a Pfu DNA-polymerazy,
jejichz zdrojem jsou Pyrococus woesei a Pyrococus furiosus. Tyto enzymy vykazuji i
3’—>5" exonukledzovou aktivitu, kterou je umoznéna oprava chybné inkorporovanych
deoxynukleotidd. Jejich nevyhodou je niz§i procesivita. Jsou pouzivany pro klonovani

fragmentu, charakterizaci jednotlivych buné¢nych populaci v kultufe atd. [31].

PCR pufr
Zakladem pufru pro PCR je siran amonny nebo chlorid draselny. V pufru je dale obsazena
Tris-HC1 (pH 8,8 pii 25 °C) a chlorid hofecnaty, ale PCR pufr mize byt dodavan i

bez ného, ¢imz je usnadnéna optimalizace reak¢nich podminek [33].

dNTP mix
dNTP je vodny roztok, ve kterém je obsazena ultracista smes kazdého ze Ctyt nukleotidu

dATP, dCTP, dGTP adTTP [33].

Templatova DNA
Cilova DNA muze byt ziskana z riznych zdroji, z bunék prokaryot, eukaryot a vira [25].

Primery

Primery jsou kratké syntetické oligonukleotidy o znamé sekvenci, které jsou zpravidla
tvofeny 20-25 nukleotidy. Jsou komplementarni ke koncovym oblastem fragmentu DNA,
jenz ma byt amplifikovéan [9, 19]. Pro PCR reakci je nutné pouzit dva primery. Forward
primer (kédujici, upstream), po jehoZ nasednuti na 5’-konec fetézce je smér elongace dan
smérem transkripce, a reverse primer (antikodujici, downstream), ktery naseda na 3’-konec
fet¢zce a elongace probihda opaénym smérem nez transkripce [34]. Pro kazdou
polymerazovou fetézovou reakci je potfeba navrhnout vhodny par primeri. Pii navrhu
primert musi byt zajisténo, aby oba primery mély podobnou teplotu tani. Teplota tani je
zévisla na délce molekuly a jeji sekvenci. Cim je molekula del3i, tim vet$i energie je nutna

Kjeji denaturaci, protoze obsahuje vice vodikovych mustki. Cim vice G-C para je
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v molekule obsazeno, tim je teplota tdni vySS$i. Annealingova teplota, pii které dochézi
k nasedani primerti, musi byt pak o néco nizsi, nez je teplota tani, eliminuje se tim
nestabilni nasednuti primerti. Konkrétni annealingova teplota je urena experimentalné,
optimalizaci podminek reakce. Primery nesmi byt vzdjemné komplementarni, jinak hrozi
vznik dimert a vlasenek. Dimer vznika sparovanim dvou primert, podminkou jeho vzniku
je delsi komplementarni usek v sekvenci obou primert. Vlasenka vznika sparovanim koncii
stejného primeru, podminkou je opét dostatecnd komplementarita mezi konci primeru.
Dimery i vlasenky maji za nasledek, ze PCR neprobéhne [35]. Ve vétsing reakci je tedy
vhodna sekvence a koncentrace primert parametrem, ktery rozhoduje o Gspé$ném vysledku

reakce [31].

3.4 Pribéh amplifika¢ni reakce

Amplifikacni reakce je provadéna v tenkosténnych zkumavkach o objemu 200 nebo 500
mikrolitrt,, v zavislosti na typu termocykleru [19]. Termocykler je programovatelny
termostat, do jehoz bloku jsou zkumavky umistény a ktery je schopen ptechodu
mezi jednotlivymi teplotami pfi amplifikacni reakci. Hlavnimi poZadavky jsou pfesnost
teploty a rychlost pfechodu mezi jednotlivymi teplotami [31]. Vé&tSina modernich pfistroji
je opatfena vyhfivanym vikem, je tak zabranéno kondenzaci kapalné reakéni smési
na vnitini stran¢ vika zkumavky a kontaminaci laboratofe produkty amplifikace
pfi otevieni zkumavky. Pokud neni termocykler vybaven vyhfivanym vikem, je reakéni

smés vrstvena mineralnim olejem, kterym je zabranéno vypafovani reakéni smési [19].

3.5 Detekce amplikont

Po probéhnuti PCR je ziskdna smés, ve které je obsazeno velké mnozstvi amplifikovanych
fragmentli. Aby tyto amplikony mohly byt detekovany, musi byt nejprve oddéleny
od zbytku DNA. Nejvice pouZzivanou separa¢ni metodou je v tomto piipadé elektroforéza
[9]. V zavislosti na detekéni technice jsou poté amplikony bud’ ponechany v ds formé,
v ptipadé¢ ze je detekéni metodou elektroforéza, nebo jsou chemicky denaturovany
na ss formu, v piipadé Ze je pti detekci pouzita Southernova hybridizace nebo sekvenovani

[19].
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3.5.1 Elektroforéza

Elektroforéza je elektromigracni metoda, pii které je vyuzito schopnosti pohybu nabitych
Castic v elektrickém poli. Obvykle je provadéna v gelu, a to bud’ agarézovém nebo
polyakrylamidovém [36]. Volba prostredi zavisi na velikosti analyzovanych fragmentt a
na délkovych rozdilech mezi nimi [18]. Fragmenty DNA jsou nabity zaporné (je to dano
obsahem aniontovych skupin PO,’) a jsou pfitahovany ke kladné elektrod. Rychlost
migrace je pak dana velikosti fragmentti. Pokud jsou tedy vytvotfeny fragmenty o rozdilné
délce, je na elektroforetickém gelu dosazeno jejich rozdéleni plisobenim stejnosmérného
elektrického proudu. Protoze gely tvofi pomérné hustou sit’, je prichod vétSich molekul
pomalejsi a kratSi useky DNA jsou nalezeny ve vétsi vzdalenosti od nandSeci

jamky [9, 36].

352 Gely

Agarozovy gel je vytvofen rozpuSténim polysacharidu agarézy v horké vodé.
Pro elektroforézu nukleovych kyselin jsou pouzivany gely obsahujici 0,5 az 4 % agardzy.
Cim je obsah polysacharidu vys§i, tim je dosaZeno lepsi rozlisovaci schopnosti gelu, ale
Agardzové gely umoziluji purifikaci a separaci nativni, $tépené nebo amplifikované DNA a
také RNA [18].

Jinym nosi¢em pouzivanym pfi elektroforéze nukleovych kyselin je polyakrylamidovy gel.
Zakladni jednotkou polyakrylamidového gelu je monomer, akrylamid, ktery polymeruje
Vv pfitomnosti volnych radikalt, které jsou poskytovany amonium persulfatem
za pfitomnosti katalyzatoru TEMED (N,N,N’,N’-tetrametylenetylen diamin). Vzniklé
fetézce jsou zesitovany v pritomnosti N,N’-metylenbisakrylamidu a tak vznikne por6zni
gel. Oproti agar6zavému gelu ma tento gel vysSi rozliSovaci schopnost (1bp/1000bp),
umoznuje akomodaci vétsiho mnozstvi NK a z gelu zpétné ziskana DNA je extrémné Cista.
Jsou pouzivany dva typy polyakrylamidového gelu, nedenaturacni a denaturacni.
Nedenaturaéni polyakrylamidovy gel je pouzivan k separaci dsDNA, pouzitim
denatura¢niho polyakrylamidového gelu je wumoznéna separace ssDNA napf.
pii sekvenovani. Jako denaturacni cinidlo je pouzivana urea nebo formamin [18].
Molekulové sito polyakrylamidového gelu je pomérné husté, proto se hodi pro rozdélovani

kratSich fragmenti [36].
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3.5.3 Vizualizace a identifikace DNA fragmenti

Do agar6zového gelu je vétSinou ptimo ptidavano barvivo etidiumbromid. Pokud ne, je gel
po separaci barven vlozenim do fotomisky, ve které je obsazen roztok etidiumbromidu.
Etidiumbromid se interkaluje mezi vldkna dsDNA a bcéhem ozafeni UV-zafenim
na transluminatoru o vlnové délce 260-360 nm cerveno-oranzové fluoreskuje.
Pro posouzeni velikosti jednotlivych fragmentti jsou pouzivany velikostni markery
znamych molekulovych hmotnosti, coz jsou komercné dostupné smési fragmenta DNA
definovanych velikosti. Markery jsou pfipravené §t€penim plazmidové nebo fagové DNA
restrikénimi endonukleazami [18].

Pti barveni polyakrylamidového gelu jsou pouzivany stejné techniky jako pii barveni
agarozového gelu, tj. barveni etidiumbromidem. Ale diky tomu, Ze je polyakrylamid méné
reaktivni nez agardza, muze byt k barveni gelu pouzivana také metoda sttibfeni, kterou je
umoznéna detekce i o n€kolik ¥adt nizs§iho mnozstvi DNA [36].

Jinou moznosti detekce je Southernova hybridizace se znacenymi sondami (viz. kapitola

hybridizaéni metody) nebo metoda automatického sekvencovani [16].

3.5.4 Automatické sekvencovani

Automatické sekvencovani je modifikaci PCR. K analyze je pouzit pouze jeden primer,
ktery je komplementarni k poCate¢ni oblasti sekvencovaného tiseku DNA. Dochazi tak
k amplifikaci jednoho fetézce DNA. V reakéni smési jsou kromé béznych komponent
obsazeny také dideoxynukleozidtrifostaty, kazdy druh dideoxynukleozidtrifosfatu je
oznacen jinym fluorescencnim barvivem. Dideoxynukleozidtrifosfaty jsou inhibitory
elongace, protoZze maji na 3’uhlikovém atomu deoxyribozy misto hydroxylové skupiny
navazany vodik. Produktem reakce je velké mnozstvi fluorescencné znacenych fragmentt
ruzné délky, které jsou poté elektroforeticky rozdéleny na polyakrylamidovém gelu.
Podle vyskytu specifického fluorescencniho barviva na konci kazdého fragmentu Ize zjistit,
kterym ddNTP byla syntéza ukoncena. Potadi téchto ddNTP na koncich jednotlivych usekt
udava sekvenci analyzovaného DNA fetézce. U automatickdch sekvendtorii, které
umoziuji presné setazeni fragmentti podle velikosti a nasledné automatické odecténi
sekvence zkoumané DNA, je délka fragmentli snimédna pomoci laserového detektoru.

K vyhodnoceni vysledku pak slouzi specializovany pocitaéovy software [9, 18].
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3.6 FaleSné pozitivni a faleSné negativni vysledky

Nejvetsim problémem, ktery mize pii PCR nastat, je vznik fale$Sné pozitivnich a falesné
negativnich vysledkt. Falesné pozitivni vysledky jsou zdivodnény kontaminaci vzorkl a
tak amplifikaci nespecifickych produktii. NejcastéjSimi zdroji kontaminace jsou kiizova
kontaminace mezi vzorky, kontaminace vybaveni a c¢inidel pouzivanych pii analyze,
hromadéni urcitych amplikond v laboratofich pti ¢asté amplifikaci stejné cilové sekvence
[37]. Ztohoto divodu by mély mit laboratoie oddélené mistnosti pro provadéni
jednotlivych kroki PCR procedury, pro analyzu vzorkl a pro ptfipravu vzorkl a Cinidel.
V laboratotich by mély byt dodrzovéany stringentni podminky jako prevence kontaminace,
tj. pouzivani jednoucelovych pipet, zkumavek atd. Falesné¢ negativni vysledky jsou
zpusobeny pfitomnosti riznych substanci ve vzorku, které inhibuji extrakci nukleovych
kyselin nebo jejich amplifikaci [38]. Proto jsou provadény negativni a pozitivni kontroly.
Mohou zahrnovat kontrolu extrakce DNA, kontrolu PCR setu, kontrolu PCR amplifikace.
Pozitivni kontrola, ktera je pozadovana pro sledovani ac¢innosti PCR, muize byt provedena
umélym zaockovanim vzorku mikroorganizmem, napi. zao¢kovani vzorku krve E. coli.
Negativni kontrola, kterou je sledovana pifipadnd kontaminace, je postup, pii kterém je

templat pfidavany do reak¢ni smési nahrazen destilovanou vodou [10, 39].

3.7 Vyuziti PCR

Metoda PCR nachazi uplatnéni pii syntéze fragmenti DNA na zidkladé¢ chromozomalni
DNA nebo RNA (jako cDNA ziskana reverzni transkripci mRNA) pfi ptipravé DNA sond
pro hybridizace, piipravé templatu pro sekvenovani. Siroké uplatnéni této metody bylo
nalezeno rovnéZ v genetice, medicing a diagnostice pii mapovani genomu a charakterizaci
gend, izolaci genll za vzorkll tkané, prenatdlni diagnostice dédi¢nych chorob, analyze
alelickych sekvencnich zmén, urovani paternity, detekci infekénich mikroorganizmi
V potravinach, vodé, pidé a klinickych vzorcich a pfi kontrole vyrobkl (zjiStovani
geneticky modifikovanych potravin nebo mikrobiologické kontrole jakosti). PCR je
vyuzivana také v kriminalistice pii prikazu identity a v archeologii pifi analyze

prehistorickych DNA z fosilii [31].
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3.8 Modifikace PCR

Kromé standardniho provedeni PCR existuji i modifikace polymerazové fetézové reakce.
Nejvice pouzivanymi metodami jsou multiplex PCR, nested PCR, real-time PCR a

reverzni PCR.

Multiplex PCR

Pricipem této metody je pfidani dvou nebo vice parti primert do reakéni smési. Tim je
mozno analyzovat vice riznych vzorkit DNA najednou ¢i sledovat vice gend v jednom
vzorku [10]. Pouzité primery nesmi byt vzajemné komplementarni, mély by mit podobou
teplotu hybridizace a délka produkti namnozenych zvolenymi primery by meéla byt

rozlisitelna pii separaci [18].

Nested PCR

Tato metoda je zalozena na dvou po sobé& nasledujicich amplifika¢nich reakcich. Pii reakci
jsou pouzity dva pary primeru, vnitini a vn¢jsi. Produkt prvni amplifikaéni reakce, ve které
je jako templat pouzita DNA izolovana z testovaného vzorku, je delsi a slouzi jako templat
pro druhou amplifikaci. Pfi druhé reakci je amplifikovana vnitini sekvence primarniho

amplikonu. Tim je umoznéno zvyseni citlivosti a presnosti detekce [10, 18].

Real-time PCR

Principem real-time PCR je pfima detekce a kvantifikace PCR produkti v kazdém
jednotlivém cyklu PCR. Béhem amplifikace je stanovena zména intenzity fluorescen¢niho
zéteni. Pti reakci je vyuzivano interkala¢ni barvivo SYBR Green I, které je vdzdno mezi
vlakna DNA. Béhem elongace je mnozstvi barviva zvySovano a tim je zvySovéna i
intenzita fluorescence. Nevyhodou inkerkalacniho barviva je, ze mize byt vazano i
nespecifickou DNA. Pro specifickou detekci jsou pouzivany komplementarni specifické
sondy (TagMan, Hi probes-Dual Probes, Molecular Beacons). Sondy obsahuji dvojici
fluoroford, které funguji jako zhase¢ a zafi¢. U sondy, ktera je v inaktivnim stavu, tlumi
zhase¢ vSechno zafeni emitované zaficem, protoze se oba fluorofory nachazi v tésné
blizkosti. KdyzZ se pii reakci zhasec a zafic od sebe vzdali, dojde k ukonceni efektu zhaseni

a narustu fluorescen¢niho signalu [18].

Reverzni (zpétnd) PCR
Metoda byla vyvinuta pro detekci RNA. Principem této metody je prepsani templatové
MRNA do cDNA, ktera je poté podrobena PCR [18].
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4 PRAKTICKE VYUZITI PCR PRO DETEKCI
MIKROORGANIZMU V POTRAVINACH

Mezi potravinami pienasené bakterie, které vyvolavaji nejvétsi mnozstvi onemocnéni, jsou
fazeny Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli O157: H7, Clostridium perfringens a
Listeria monocytogenes [40]. Ve svété je pocet piipadt gastroenteritid spojenych
s konzumaci potravin odhadovan na 68 az 275 miliontt ro¢n€. Hlavnim problémem
pii detekci potravinami pienaSenych patogent je to, Ze jsou ve vzorku obvykle piitomny
ve velmi malych mnozstvich mezi miliony ostatnich bakterii. Druhym problémem je
ptitomnost slozek potravin, které jsou inhibitory detekénich reakci [41]. Tradi¢ni
mikrobiologické metody zahrnujici mnohonasobnou kultivaci a kroky biotypiza¢ni nebo
sérotypizaéni identifikace jsou ¢asové narocné (asi 5 dni) a pracné. Proto byly nahrazeny
rychlej$imi metodami, jako je hybridizace, imunologickd enzymova zkouska a metoda
PCR [41, 42, 43]. Nastupem technik zaloZenych na identifikaci genomu tak vznikly u¢inné
metody, kterymi mohou byt jednotlivé patogeny identifikovany
bez potieby izolace Cistych kultur. Metodou PCR je umoZznéna milionova amplifikace
specifické oblasti genu, ktera je zapojena do patogenity mikroorganizml. Amplifikace je
provedena in vitro a muze byt pouzita k nepiimé detekce velmi malého poctu

patogenu [41].

V této kapitole bude v souvislosti stématem diplomové prace pozornost zamétena

na detekci Salmonella a E. coli.

4.1 Detekce Salmonella

Salmonella je pivodce onemocnéni zvaného salmoneldza. Diive byly salmoneldzy spojené
s konzumaci kontaminovanych potravin zivo¢isného ptivodu, jako je driibezi maso, vejce,
maso a mlééné vyrobky. Zmény v zemédélské praxi, stravovaci ndvyky a rostouci dovoz
cerstvych vyrobkl jsou nejspiSe hlavimi pfi¢inami toho, ze nékteré piipady onemocnéni
byly vyvolany také konzumaci ovoce a zeleniny. Byly popsany salmoneldozy spojené
napiiklad s konzumaci rajcat, rizickové kapusty, vodnich melounti, pomeran¢ového dzusu
a jable¢ného mostu. Salmonella je schopna rozmnozovat se ve velkém mnozstvi potravin, a
proto jsou rychlé a citlivé metody pro detekci této bakterie dulezité pro zajisténi
bezpecnosti vyrobku. K detekci Salmonella jsou Gspésné pouzivany metody, které jsou

zalozeny na polymerazové fetézové reakci, a to nejenom PCR v zdkladnim provedeni, ale
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také jeji modifikace, jako je multiplex PCR, real-time PCR a nested PCR. Jako cilové
oblasti jsou vyuzivany rizné geny, napf. invA, gen pro 16S rRNA, fimA, viaB, geny
na plazmidech spojené s patogenitou Salmonella jako hilA a sirA [44].

Sekvenci fimA genu je kodovana fimbrialni podjednotka Salmonella. Tento gen byl vyuzit
pro detekci Salmonella spp. metodou tradi¢ni PCR v komeréné vyrobenych vzorcich
krmiv. Metoda se ukazala byt specificka pouze pro kmeny Salmonella [41].

V genu invA je zakodovana struktura proteinu spojeného s virulenci Salmonella. Sekvence
tohoto genu byla pouzita pro detekci Salmonella metodou real-time PCR ze vzorkt
hovéziho, vepfového a kufeciho masa, ze vzorkd krmiv a také ze zvifecich klinickych
vzorku. V zavislosti na vzorku, ze kterého byla Salmonella detekovana, se citlivost detekce
pohybovala v rozmezi 97,1 az 100,0 % a specificita detekce se pohybovala v rozmezi
91,3 az 100,0 % [45].

Sekvenci genu sefA je kodovan fimbrialni protein Salmonella Enteritidis. Sekvence tohoto
genu byla vyuzita pro detekci Salmonella Enteritidis ve vejcich metodou real-time PCR.
Bylo mozZno detekovat méné nez 1 CFU - 600 g™ vzorku [46].

Oblasti genu aceK je kodovana izocitratdehydrogendza, tato oblast je specifické pro detekci
Salmonella spp. Sekvenci genu fliC je kodovan I-antigen specificky pro S. Typhimurium a
S. Kentucky. sdf oblast, jejiz funkce dosud nebyla zjisténa, je specificka pro detekci
sérotypu S. Enteritidis. Gen sefA je specificky pro S. Enteritidis. Pro detekci kment
Salmonella ve vzorcich kufete byla popsana metoda multiplex real-time PCR. Pii detekci
byly pouzity Ctyfi pary primerti komplementarni k vyse uvedenym oblastem gentl. Detek¢ni
limit se pohyboval v rozmezi od 1 do 10 CFU - 25 g™ vzorku [47].

Na zaklad¢ sekvencnich dat poskytnutych databazi GenBank byly sestrojeny nukleotidové
sekvence primerd a zna¢enych sond pro detekci Salmonella metodou multiplex real-time
PCR. Metoda byla popsana pro paralelni detekci Salmonella spp., zejména pak
S. Typhimurium and S. Enteritidis. Krom¢ 110 kmend Salmonella bylo testovano jesté
18 kment jinych bakterii (napf. Escherichia coli O157:H7, Yersinia enterocolitica,
Staphylococcus aureus atd.). Metoda byla optimalizovana na uméle zaockovanych
vzorcich vepfového a hovéziho masa. Citlivost detekce pro Salmonella spp. a
S. Typhimurium byla 100 % a 91,7 % pro S. Enteritidis. Specificita detekce
pro Salmonella spp. and S. Typhimurium byla 100 % a pro S. Enteritidis 99,1 % [42].
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4.2 Detekce Escherichia coli

Bakterie E. coli jsou soucasti stfevni mikroflory teplokrevnych zivo€ichl. Patogenni
E. coli jsou na rozdil od nepatogennich vybaveny faktory virulence, které jsou zodpovédné
za vyvolani onemocnéni. Mezi faktory virulence je fazena produkce toxinli a schopnost
vibec je fazena E. coli O157:H7. Jiz velmi malé mnozstvi bakterie muze byt pfi¢inou
vzniku onemocnéni spojené¢ho skrvavymi prijmy a bolestmi bficha, proto je
E. coli O157:H7 tazena do kategorie biohazard 3. Cast&j§im zdrojem je hovézi maso,
ostatnimi zdroji jsou nepasterované mléko a dzusy, rizickova kapusta, hlavkovy salat a
salamy. E. coli O157:H7 je velmi snadno pfenosna z ¢lovéka na ¢loveéka a tak kontrola
vyskytu tohoto patogenu neni snadnd. Rychla detekce je proto GispéSnou prevenci Sifent
tohoto infekéniho sérotypu [40]. PCR detekce E. coli O157:H7 je zalozena na detekci
gend, které jsou zodpovédné za faktory virulence. Jsou to geny stxl a stx2, kterymi je
kodovana produkce verotoxinu a gen eaeA, ktery je spojovan se schopnosti adherence [48].
Sekvenci genu rfbO157 je kodovan somaticky antigen O157 E. coli a sekvenci genu
fliCH7 je kodovan bicikovy antigen H7 E. coli. Tyto oblasti byly vyuzity pro multiplex
PCR detekci E. coli O157:H7 ze vzorku cerstvého ov¢iho mléka. Ve téech vzorcich byly
detekovany produkty specifické pro E. coli O157:H7. Poté byla zkouméana patogenita
bakterii E. coli O157:H7. Jako cilové oblasti byly tentokrat zvoleny sekvence gent
odpovédnych za patogenitu bakterie, sekvence genu Stx1, stx2, eaeA, a ehxA, ktery je
spojeny S hemolytickou schopnosti. Metodou multiplex PCR byla ve vsech pfipadech
prokazana pritomnost uvedenych gentl zodpovédnych za patogenitu E. coli O157:H7 [49].
Gen vt2 je zodpovédny za produkci verotoxinu, spolu s genem eaeA byl vyuzit pro PCR
detekci E. coli O157 ze vzorku hovéziho masa. Ve tfech vzorcich byla prokazana
ptitomnost E. coli O157. U této bakterie byla také prokazana produkce verotoxinu [50].

Sekvence genu hly933 je spojovana se schopnosti hemolyzi. Tento gen byl spolu s geny
fliCh7, stx a eaeA vyuzit pro multiplex PCR detekci E. coli O157:H7 a pro identifikaci
H sérotypu a sérotypti produkujicich verotoxin. Detekce byla provedena v obohacenych
vzorcich sekaného hovéziho masa, syra, mlzli, kapusty. Citlivost detekce byla mensi

nez 1 CFU - g™ vzorku [51].
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4.3 Detekce ostatnich potravinami prenaSenych patogennich bakterii

Campylobacter spp. jsou nejobvyklejsimi puvodci gastroenteritid u lidi. Pies 90 %
kampylobakterioz je vyvolano druhy C. jejuni a C. coli. Mezi rizikové potraviny jsou
fazeny zejména dribezi maso, dale tmava masa, moiské potraviny a Cerstvé mléko [52].
Pro detekci Campylobacter jejuni ze vzorka potravin byla pouzita metoda real-time PCR.
Campylobacter jejuni byl detekovan v pfirozené i1 uméle kontaminovanych vzorcich
syrového kufeciho masa, kufecich drobl, korySi a mléka. Pfi analyze byl pouzit
obohacujici krok, primery a fluorescencné znaCena sonda byly sestrojeny pro cilovou
ORF-C sekvenci. U tii testovanych vzorkl byly ziskany faleSné€ negativni vysledky. Bylo to
vysvétleno moznou del§i skladovaci dobou extrakénich c¢inidel nebo ptfitomnosti
inhibitort [53].

Druh Clostridium perfringens je rozdélen do Sesti typti A-E v zavislosti na produkci
toxinti. Typ A produkuje enterotoxin a je spojovan s potravinovymi otravami, které se
projevuji prijmy a bolestmi bficha. Jeho zdrojem jsou piedevsim driibezi maso a vyrobky
[54]. Byla popsana detekce enterotoxigenniho Clostridium perfringens pomoci metody
PCR. Kromé toho byl také zkouman vliv riznych slozek potravin na citlivost PCR reakce.
Mezi jeden z nejvyznamngjSich inhibitord reakce byl zafazen kolagen, ktery pusobi
na aktivitu termostabilni DNA-polymerazy. Detekce byla provedena pifimo bez obohacujici
procedury s cilovou oblasti cpe genu, kterym je kédovana produkce enterotoxinu, a byly
pfi ni pouzity vzorky ¢ty druhdi nédrodnich korejskych jidel. Nejvétsi inhibic¢ni efekt
kolagenu byl zaznamenan u duSeného vepfového na ving€, vtomto pokrmu nebylo
stanoveno ani 10° CFU - g™ [55].

Rod Listeria je tvofen né€kolika druhy, znichz patogenni je pouze druh Listeria
monocytogenes. Listeria monocytogenes zpisobuje vazné infekce krve, encefalitidu a
meningitidu a to obzvlasté u oslabenych jedinct, t€hotnych Zen a novorozencu. Listeriozy
jsou spojené s konzumaci kontaminované zeleniny, mléka a masnych vyrobka [56].
Listeria monocytogenes byla detekovana pomoci metody PCR v uméle kontaminovanych
vzorcich syru a mletého masa. Byla popsana nova metoda extrakce DNA, principem této
metody bylo alkoholové srazeni v prostfedi jodidu sodného. Kromé této metody byla DNA
extrahovana také povafenim a fenolovou extrakci. Pozitivni vysledek byl ziskan pouZzitim

nové extrakéni metody, detekéni limit reakce byl 10° CFU [57].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIiL

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat amplifikacni profil polymerdzové fetézové
reakce pro detekci Salmonella a E. coli a na jeho zakladé se pokusit detekovat tyto

mikroorganizmy paraleln¢ metodou multiplex PCR.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

6 MATERIAL A METODY

6.1 Pristrojova technika a pomiicky

autoklav 135 S, H+P VARIOKLAV- H+P Labortechnik AG, Némecko
automaticka mikropipeta- Nichiryo, Japonsko

bézné laboratorni sklo

centrifuga laboratorni chlazena 2300K- Hermle Labortechnik, Némecko
chladni¢ka ERB3046- Elektrolux, Svédsko

digitalni vdha KB800-2- Kern & Sohn GmbH, Némecko

elektroforeticka aparatura BLA- Thermo Scientific Owl Separation Systems, USA
eppendorfky- Neptune, USA

fotoaparat Power Shot G6- Canon, Japonsko

minikolonky a nastavce DNA Lego kit- Top-Bio s. r. 0., Ceska republika
Stomacher 001- Seward, Velka Britanie

termoblok BIO TDB-100 Dry block thermostat- Biosan Ltd., Litva
termocykler BIO-RAD-PTC-200 DNA Engine cycler- MJ Research, USA
termostat biologicky BT 120- Laboratorni p¥istroje Praha, Ceska republika
UV-transluminator # UC-4100- UltraLum Inc., USA

vortex BIO Vortex V1- Biosan Ltd., Litva

zdroj napéti MP3- 300N- Major Science, Taiwan

6.2 Chemikalie a reaktanty
agardza (LE Agarose)- Cambrex Bio Science Rockland, Inc., USA

DNA Lego kit (DNA bind, DNA vazebny pufr, promyvaci pufr)- Top-Bio s. r. 0., Ceska
republika

DNA Ladder (100 bp DNA Ladder)- BioLabs Inc., New England
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dNTP mix / 12,5 mM (premix 12,5 mM dATP, dCTP, dGTP a dTTP)- Jena Bioscience
GmbH, Némecko

destilovana voda- Ustav potravinafského inzenyrstvi, Fakulta technologicka, Univerzita

Tomase Bati ve Zliné

etidiumbromid / 10 mg-ml™'- SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko

PCR pufr (10x ThermoPol Reaction Buffer)- BioLabs Inc., New England

primery- KRD,Ceska republika (Tab. 1)

nanaseci pufr (Gel Loading Dye, Blue (6X))- BioLabs Inc., New England

Tag DNA-polymeraza (Taq DNA Polymerase with ThermoPol Buffer)- BioLabs Inc., New

England

TBE pufr (TBE buffer 10x)- SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko

Tab. 1. Tabulka pouZzitych primerii

velikost
primer sekvence PCR | vymezena oblast | odkaz
produktu
SAL-1F 5’-GTA GAA ATT CCC AGC GGG nahodn¢
TAC TG-3’ klonovany Waage,
, 438 bp fragment 1999
SAL-2R iTngéA\ CT3C,C ATC TAG CCA ACC chromozomu [58]
i S. Typhimurium
L 7L.-389 5-ATG AAA: GCT GGC TAC AGG N Bej,
AAG GCC-3 264 b lacZ gen (aktivita 1991
_7r.653 |3 “GGT TTATGC AGC AAC GAG P | B-galaktosidazy) 26]
ACG TCA-3’
V1S-F 5 -AAT TGA AGAGTTTGA TCA V1 — V oblasti Tsen,
TG 700 b gent pro 1998
V3A-R 5'-CTCTACGCATTT CAC CGC P 16S rRNA [60]
i TAC-3 E. coli
P3Mod-F 5 -ATT AGA TAC CCT GGT AGT Vs — Vgoblasti Tsen.
cc3 700 b gent pro 1998
- 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT P 16S rRNA [61]
i TC-3 E. coli
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6.3 Kultiva¢ni média

6.3.1 MPA (masopeptonovy agar)

SloZeni: beef extract (masovy vytazek) 30
pepton 59
NaCl 5¢g
destilovana voda 11
agar 159

Priprava: Jednotlivé slozky byly rozpustény v destilované vodé. Poté bylo upraveno pH
na 6,8 + 0,2. Smeés byla sterilovana v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 20 minut a
rozlita na Petriho misky.

6.3.2 BHI (brain heart infusion)

SloZeni: BHI 379

destilovand voda 11

Ptiprava: Bylo navazeno 37 g BHI a rozpusténo v destilované vod¢. Ptda byla sterilovana

pti teploté 121 °C po dobu 15 minut a rozlita do zkumavek.

6.3.3 BPW (buffered peptone water)
Slozeni: BPW 209
destilovana voda 11

Ptiprava: BPW bylo rozpusténo v destilované vodé¢ a byla provedena uprava pH na
hodnotu 7 + 0,2. Nasledn¢ byla provedena sterilace pii teplot¢ 121 ‘C po dobu

20 minut. Tato tekuta ptida byla uchovana v zasobni lahvi.

Zde jsou uvedeni vyrobci pouzitych komponent pro piipravu pad
agar (Type I)- HiMedia, Indie

beef extract- HiMedia, Indie

BHI- OXOID LTD., Velka Britanie

BPW- BIO-RAD, Francie
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pepton- HiMedia, Indie

NaCl- Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, Ceské republika

6.4 Bakterialni kmeny

V této praci byly pouzity 2 kmeny Salmonella, a to Salmonella Typhimurium 10 a
Salmonella Typhimurium 352, a 3 kmeny E. coli, a to E. coli 17, E. coli Row a
E. coli 1. Vsechny kmeny krom& E. coli Row byly ziskany ze sbirky Ustavu
potravinaiského inZenyrstvi, Fakulty technologické, Univerzity TomaSe Bati ve Zliné.
Kmen E. coli Row byl ziskan z Biologického tustavu, Lékaiské fakulty, Masarykovy

univerzity v Brn¢.

6.5 Metody

6.5.1 Kultivace bakterii

Bakterialni kmeny byly kultivovany 24 hodin pfi 37 °C na MPA ptidg.

6.5.2 Kultivace bakterii pro pripravu vzorki potravin

Bakterialni kmeny byly inkubovany 18 hodin pti 37 °C v BHI médiu [61].

6.5.3 Priprava vzorki potravin

Byly pouzity vzorky kufete zakoupené v podnikové prodejné (Raciola Jehlicka). Z kazdého
vzorku bylo sterilné¢ do polyetylenového sacku navazeno 10 g vzorku (kiZe i1 masa) a
uméle zaoCkovéano 1 ml narostlé bakterialni kultury. Nakonec bylo pfidano 90 ml pufrové
peptonové vody. VSe bylo homogenizovano na Stomacheru 30 s. Z homogenizatu byl
odebran alikvotni podil 1,5 ml a byl proveden 24 hodin dlouhy krok obohaceni v pufrové
peptonové vode pii 37 °C [61].

6.5.4 Extrakce DNA povarenim

DNA byla extrahovéna z Cistych bakteridlnich kolonii narostlych na MPA ptidé. DNA byla
z bakterialnich bun€k uvolnéna lyzi vyuZzivajici metodu povaieni. Builky z narostlych
bakterialnich kolonii byly resuspendovany ve 100 ul 1x fedéného PCR pufru. Bakteridlni

suspenze byla vortexovana a inkubovana v termobloku 20 minut pii 95 °C. Po povareni
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byla provedena centrifugace pii 12 000-g po dobu 3 minuty. Supernatant byl pouzit jako
templat do PCR mixu.

6.5.5 Extrakce DNA pomoci Lego Kitu

DNA z cistych bakteridlnich kolonii byla resuspendovana v 1 ml destilované vody. Z této
suspenze byl odebran alikvotni podil 100 ul a byl smichdn s 200 pl vazebného pufru a
inkubovan 1 minutu. Do mikrokolonky s DNA bind partikulemi byl nanesen vzorek, ktery
byl dvakrit promyt 1 ml promyvaciho pufru. Minikolonka byla umisténa do 1,5 ml
eppendorfky a byla provedena centrifugace 2 minuty pii 12 000-g Kk odstranéni
promyvaciho pufru. Poté byla minikolonka umisténa do nové 1,5 ml eppendorfky a bylo
pfidano 50 pl elu¢niho pufru, ktery byl pfedehian na 50 °C. Kolonka byla opét stoCena na
centrifuze pi 12 000-g, centrifugace trvala 1 minutu. DNA byla vymyta na dno zkumavky

a byla pouzita jako templat do PCR mixu.

6.5.6 Extrakce DNA ze vzorku kurete

Z kazdého vzorku byl odebran alikvotni podil 1 ml a byla provedena centrifugace
4 minuty/5000 g. Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan v1 ml 1x PCR
pufru, vortexovan 10 s a vyslednd smés byla opét centrifugovana, 4 minuty pii 5000-g.
Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan ve 100 pl 1x PCR pufru a vortexovan
10s. Vzorek byl umistén do termobloku a inkubovan 10 minut pii 95 °C. Nakonec byla
provedena centrifugace 20 s/5000 g. Takto upraveny vzorek kutete byl pouZit jako templat
do PCR mixu [61].

6.5.7 PCR amplifikace

Byla provedena gradientovd PCR amplifikace. Gradientovym programem bylo umoznéno
nastavit rozmezi annealingovych teplot a ve stejném case v jednom bloku termocykleru
amplifikovat specifické sekvence DNA pfi pouziti riznych amplifikacnich teplot. Jedna

reakce byla provedena v celkovém objemu 25 pl a slozeni reakéniho mixu bylo nasledujici:
2,5 ul 10x PCR pufru
0,5 ul ANTP mixu

0,25 ul primeru R a primeru F
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0,1 ul Tag DNA-polymerazy
20,9 pl destilované vody

0,5 ul templatu DNA

6.5.8 Muliplex PCR amplifikace

Multiplex PCR byla provedena se dvéma pary primerii a byla rovnéz gradientova. Jedna

reakce byla provedena v celkovém objemu 25 pl a slozeni reakéniho mixu bylo nasledujici:
2,5 ul 10x PCR pufru

0,5 ul dNTP mixu

0,25 pl primeru Ry, primeru Fy, primeru R, a primeru F,

0,1 pl Taq DNA-polymerazy

19,9 pl destilované vody

0,5 ul templatu DNA Salmonella a 0,5 ul templatu DNA E. coli nebo 1 pl templatu

upraveného vzorku

6.5.9 Amplifika¢ni profil

Amplifika¢ni profil byl ur€en experimentdlné a m¢l nasledujici parametry; reakéni cyklus
byl zahijen pocatecni tepelnou denaturaci pfi 95 °C 5 minut, kterd byla nasledovana
35 cykly amplifikace. Amplifikace byla slozena z denaturace, annealingu a extenze.
Denaturace probihala pii 95 °C 1 minutu. Annealingova teplota byla optimalizovéana pro
jednotlivé detekce, Casovy idaj pro tento krok byl 1 minuta. Profil extenze byl 72 °C a

1 minuta. Reakce byla ukonéena zavére¢nou extenzi pii 72 °C 3 minuty.

6.5.10 Elektroforeticka detekce amplikoni

Amplifikované PCR produkty byly detekovany elektroforézou ve 2 % agar6zovém gelu
v prostiedi 0,5x TBE pufru a vizualizovany pomoci UV-zdfeni na transluminatoru.
Agardézovy gel byl barven etidiumbromidem, k 50 ml gelu byly pifidany 3 pl
etidiumbromidu. Pro elektroforézu bylo pouzito 12 pl vzorku, ktery obsahoval 10 pl

amplifikovaného PCR produktu a 2 pl 6x nanasSeciho pufru. Pro posouzeni velikosti
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jednotlivych fragmenti byl pouzit 100 bp Marker. Elektroforetickd separace trvala

40 minut pfi zvoleném napéti 75 V.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Salmonella a Escherichia coli patfi mezi nejbéznéjsi potravinami pienasené patogeny.
Mohou vyvolat onemocnéni a otravy, z nichz nékteré pfipady mohou kon¢it i smrti [40].
Vcasna a rychld detekce téchto rizikovych patogent je do jisté miry prevenci ochrany
vefejného zdravi. Tradicni metody detekce vyzaduji kultivacni krok a jsou ¢asové narocné.
Naproti tomu metoda PCR, kterou lze in vitro amplifikovat a detekovat sekvenci DNA
specifickou pro urcity mikroorganizmus, je rychla a citliva a také fesi problém malého

mnozstvi cilové DNA ve vzorku potraviny [41, 42, 43].

Dilezitym krokem pted provedenim vlastni PCR amplifikace je proces extrakce DNA.
V této praci byla z Cistych bakteridlnich kultur DNA extrahovdna pouzitim komeréni
soupravy Lego kit z jednoho kmene E. coli a jednoho kmene Salmonella Typhimurium.
Pro srovnani byla provedena metoda povareni bakterialnich bunék v PCR pufru, coz je
metoda mén¢ ¢asove 1 finan¢né narocna. Obéma metodami bylo ziskdno obdobné mnoZzstvi
DNA, ktera byla navic v dostacujici Cistoté pro PCR aplikace. Pro dalsi experimenty jiz

byla pro extrakci DNA vyuZivana metoda povaieni.

7.1 Detekce bakterie Salmonella Typhimurium

Pro detekci Salmonella bylo objeveno nékolik PCR metod, Vv nichz byly k amplifikaci
pouzity ruzné cilové oblasti (sekvence gend fimA, invA, sefA, aceK, fliC, sdf a dalsi) [41,
45, 46, 47].

V této praci byla pro detekci Salmonella zvolena jako cilova sekvence cast oblasti
chromozomu Salmonella Typhimurium LT2 JEO402-1 o velikosti 2,3 kb a kni
komplementarni primery SAL-1F a SAI-2R. 2,3 kb fragment byl ziskan s vyuzitim genové
knihovny obsahujici 6800 klonii chromozomu Salmonella Typhimurium LT2 metodou
nahodného klonovani [62]. Amplifika¢ni profil, ktery byl k detekci pouzit v predchozi
studii [58], byl optimalizovan; byla prodlouzena faze pocate¢ni denaturace, byl zkracen
pocet amplifikac¢nich cykld, denatura¢ni teplota byla zvySena a doba prodlouZena, byla

sniZena annealingova teplota a byly zkradceny doby extenze i zavérené extenze.

Experimentalné uréeny amplifikacni profil byl pouZit pro vSechny detekce uvedené v této
praci, kromé& annealingové teploty, ktera byla pro kazdou detekci optimalizovana.

Annealingova teplota byla nejdiive optimalizovana pro detekci kmene Salmonella
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Typhimurium 10, a to vrozmezi 55,2 °C az 60,2 °C. Byl sledovan vliv annealingové
teploty na vysledek detekce. Ziskané vysledky jsou uvedeny v Tabulce 2. Detekce byla
uspesnd pii pouziti rozmezi annealingovych teplot od 56,3 do 57,2 °C. Pti pouziti
annealingové teploty 55,2 °C byl vysledek detekce negativni, pfi pouziti vysSich
annealingovych teplot byly vysledky pouze slabé pozitivni nebo negativni. Na zaklad¢ této
optimalizace byla provedena detekce Salmonella Typhimurium 352. Vliv annealingové
teploty na vysledek detekce Salmonella Typhimurium 352 je uveden v Tabulce 2. Pro
detekci bylo ur¢eno optimum annealingové teploty od 56 °C do 56,6 °C. Pti pouziti vysSich

annealingovych teplot byly vysledky detekce negativni.

Tab. 2. Vysledky detekce Salmomnella pri ruznych annealingovych

teplotach

Salmonella Typhimurium 10 | Salmonella Typhimurium352

annealingova vysledek annealingova vysledek

teplota (°C) detekce teplota (°C) detekce
55,2 _ 56,0 +
56,3 + 56,6 +
56,6 + 57,0 -
56,6 _ 57,6 -
56,8 + 58,6 -
56,9 +
56,9 +
57,2 +
57,2 +S
57,5 +S
57,5 -
57,7 +S
60,2 _

S- slaba koncentrace PCR produktu

Byl detekovan produkt o piiblizné velikosti 400 bp (Obr. 1) u obou pouzitych kment
Salmonella Typhimurium. Tato velikost odpovidala délce primery vymezené sekvence

(438 bp) [58]. Byla potvrzena pfitomnost bakterii Salmonella Typhimurium.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

Obr. 1. Elektroforeticky agarozovy gel PCR produkti

ziskanych pri detekci Salmonella Typhimurium

M- 100 bp DNA marker

1- S. Typhimurium 10 pti Ta= 56,3 °C
2- S. Typhimurium 10 pii Ta= 56,6 °C
3- S. Typhimurium 10 pti Ta= 56,9 °C
4- S. Typhimurium 352 pii Ta= 56,0 °C
5- S. Typhimurium 352 pii Ta= 56,6 °C

Oblast JEO402-1 je velmi specificka pro detekci bakterie Salmonella. Primery SAL-1F a
SAL-2R, které jsou komplementarni k ¢&asti této oblasti, byly pouzity pfi testovani
129 kment Salmonella a 31 jinych bakterialnich kmentd. Pro vSechny bakterialni kmeny
jiné nez Salmonella nebyl detekovan zadny specificky produkt. Ze 129 testovanych kment
Salmonella byly negativni vysledky ziskany pouze detekci jednoho kmene Salmonella

enterica arizonae a tii kmenti Salmonella enterica diarizonae [58].

Oblast JEO402-1 Salmonella byla detekovana také metodou hybridizace. Bylo testovano

396 kmena Salmonella ze subspecii 1 az VI a 178 kmenud jinych bakterii z celedi
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Enterobacteriaceae. U vSech 178 kmenu jinych nez Salmonella nevysla rovnéz pozitivni
detekce [63].

7.2 Detekce bakterie Escherichia coli

Molekularni metody pro detekci E. coli v potravinich a ve vodé jsou soustfedény

na detekci cilovych sekvenci gentd lacZ, lamB, uid genit [59] a malB operonu [64].

V této praci byla bakterie E. coli detekovana metodou PCR a kK jeji detekci byly vyuzity tii
pary primert. Jednim parem primerd byla vymezena sekvence lacZ genu E. coli (LZL-389,
LZR-653) [59], ostatnimi primery byla vymezena V oblast genu pro 16S rRNA
E. coli (V1S-F a V3A-R a P3mod-F a P5-R) [60]. VSechny tfi pary primert byly testovany
na kmeni E. coli 17, coz je izolat z kize chlazené dribeze. Na rozdil od pfedchazejici
studie [59] byla v amplifikaénim profilu prodlouzena doba pocate¢ni denaturace, byla
zvySena teplota denaturace a byla snizena annealingova teplota. Vysledky jsou uvedeny

v Tabulce 3.

Pro detekci E. coli 17 byly nejlepsi vysledky ziskany pii pouziti primerd LZL-389 a
LZL-653. Na zaklad¢ ziskanych vysledkd byla pro detekci E. coli 17 uréena dvé rozmezi
optimalnich annealingovych teplot, 54,2 °C az 54,9 °C a 56,3 °C az 56,9 °C.

Pii pouziti primerti V1S-F a V3A-R pfi riznych annealingovych teplotach byla v této praci
detekce ve dvou piipadech neuspésnd, ve dvou ptipadech byly specifické PCR produkty
doprovazené nespecifickymi PCR produkty a pouze v jednom pftipadé pii teploté 55,2 °C
byla E. coli 17 detekovana Gspésné. Pti pouziti primertt P3mod-F a P5-R byly pii riznych
annealingovych teplotach ve ctyfech piipadech ziskany negativni vysledky, jednou byl
specificky PCR produkt doprovazen nespecifickymi a pouze pii teplot¢ 57,2 °C byla

detekce Uspesna.

Oblast lacZ genu je vyuzivana také pro detekci ostatnich koliformnich bakterii. Pozitivni
vysledky byly ziskany také pii detekci Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cloacae. Negativni vysledky byly ziskany pii detekci Salmonella [65].
Detekce E. coli pomoci primert LZL-389 a LZR-653 byla popsana také Frickerem et al.
[66]. Bylo testovano 441 kment bakterii, z nichz bylo 117 kment E. coli. VSechny kmeny
E. coli byly detekovany Gspesné [66].
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Tab. 3. Vysledky detekce E. coli 17 pri pouziti riznych primerti a riznych

annealingovych teplot

E. COIII_;TQ€|6_5253I;-389’ E. coli 17 (VIS-F, V3A-R) E. coli 1P75§IF3§mod-F,
annaeal. vysledek annaeal. vysledek annaeal. vysledek
teplota ("C) detekce teplota ("C) detekce teplota (°C) detekce
52,0 +NP 55,0 _ 55,0 _
53,3 NP 55,2 . 55,0 _
53,6 N 57,2 NP 55,2 _
53,9 N 57,2 NP 57,2 .
54,0 N 60,2 _ 57,2 NP
54,2 + 60,2 _
54,3 N
54,5 N
54,5 NP
54,7 N
54,9 N
55,0 _
55,5 _
56,3 N
56,6 N
56,9 N
57,5 +S
60,2 _
62,0 _

S- slaba koncentrace PCR produktu

NP- také pfitomnost nespecifickych produktti o rtizné velikosti

Pro detekci dalsich dvou kment E. coli byly v této praci tedy pouzity primery LZL-389 a
LZR-653. Protoze cilem diplomové prace bylo také aplikovat metodu multiplex PCR
pro paralelni detekci Salmonella a E. coli, bylo pro detekci ostatnich kmend E. coli zvoleno
rozmezi annealingovych teplot 56,3 °C az 56,9 °C, které se bliZi rozmezi annealingovych
teplot pro detekci bakterie Salmonella. Pro metodu multiplex PCR je totiz dulezité, aby

teplota pro pfipojeni primerd byla podobna (pfesto optimalni) u vSech pouzitych part
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primeru [67]. Vliv annealingové teploty na detekci E. coli Row a E. coli 1 je uveden

v Tabulce 4.

Tab. 4. Vysledky detekce E. coli pri riiznych annealingovych teplotach

E. coli Row E. colil
annealing. vysledek annealing. vysledek
teplota (°C) detekce teplota ("C) detekce
56,0 +S 56,1 +
56,2 +S 56,3 +
56,3 + 56,6 _
56,6 + 56,9 -
56,9 + 57,2 -
57,2 _ 57,5 _
57,5 _ 57,9 -
58,2 _
58,5 +

S- slaba koncentrace PCR produktu

Nejlepsi vysledky pro detekci E. coli Row byly dosazeny pii pouziti annealingové teploty
56,3 °C, 56,6 °C, 56,9 °C. Pfi pouzitich vySSich annealingovych teplot nebyla detekce
uspésna a také pouziti nizSich annealingovych teplot nebylo tplné vhodné, jelikoz PCR
produkty byly slabé koncentrace. Pro detekci E. coli 1 byly optimalni annealingové teploty
56,1 °C a 56,3 °C. Pti pouZiti vysSich annealingovych teplot byly vysledky negativni, pouze
pfi pouziti annealingové teploty 58,5 °C byl detekovan specificky amplikon.

Teplota pro pfipojeni primert je volena asi o 5 °C menS$i nez teplota tani primert.
Pii pouziti nizké annealingové teploty dochazi k amplifikaci nejenom specifickych DNA
fragmenti a na agar6zovém gelu je vizualizovano mnoho bandt. Naopak, kdyz je zvolena

vysoka annealingova teplota, dochazi ke snizeni koncentrace oc¢ekavanych produktii [68].
Teplota 58,5 °C se blizi teplot¢ tani primeri a je moZné, Ze pouZzitim vysSich
annealingovych teplot by bylo ziskdno dal$i teplotni optimum vhodné pro pfipojeni

primeru. Toto tvrzeni bylo potvrzeno ve studii Beje et al. [65], ve které byla E. coli



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 44

uspésné detekovana za pouziti primert shodnych s vySe popsanym parem primerd pii
pouziti annealingové teploty 60 “C [65].
U vSech tfi kment E. coli byl detekovan amplikon o pfiblizné velikosti 250 bp, jehoz

velikost odpovidala velikosti sekvence vymezené primery (264 bp) [59]. Byla detekovana

E. coli. Na Obrazku 2 jsou ukazany amplikony tii detekovanych kment E. coli.

250 bp—

Obr. 2. Elektroforeticky agarézovy gel PCR produkti

ziskanych pri detekci E. coli

M- 100 bp DNA marker,

1- E.coli 17 pii Ta= 56,3 °C
E. coli 17 pti Ta= 56,6 °C
E. coli 17 pti Ta=56,9 °C
E. coli Row pii Ta= 56,3 °C
E. coli Row pii Ta=56,6 °C

6- E. coli Row pii Ta=56,9 °C
E. coli 1 pii To=56,1°C
E. coli 1 pti Ta= 56,3 °C
E. coli 1 pti TaA=56,6 °C
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7.3 Muliplex PCR

Metodou multiplex PCR je mozno analyzovat vice riiznych vzorki DNA najednou ¢i
sledovat vice gent v jednom vzorku [8]. Dochazi tedy ke zkraceni ¢asu pro piipravu PCR
mixu a také jsou uSetfeny naklady na reak¢ni komponenty. Aplikaci metody multiplex PCR
mohou byt také odhaleny falesné negativni vysledky, protoze kazdy vznikly amplikon
poskytuje interni kontrolu pro ostatni amplifikované fragmenty. Kromé toho je umoznéno
sledovat mnozstvi a kvalitu jednotlivych templatd. Pro tyto vyhody bylo mnoho tradi¢nich

PCR metod upraveno pro multiplex PCR amplifikaci [67].

Pro pouziti metody multiplex PCR je dllezité, aby annealingové teploty vSech pouzitych
primeri byly podobné, a aby velikosti jednotlivych PCR produktt byly odliSitelné [67, 69].
V nasem piipad¢ byly obé podminky splnény, a proto byla provedena paralelni detekce

Salmonella a E. coli.

Na zaklad¢ ziskanych vysledki byla ve stejném case sledovana piitomnost ndhodné
klonované¢ho fragmentu specifického pro Salmonella a genu lacZ specifického
pro E. coli. Optimalizace annealingové teploty byla provedena s kmeny Salmonella
Typhimurium 10 a E. coli 17 v rozmezi od 55,7 °C a 57,5 °C. Paralelni detekce byla
multiplex PCR detekce kmend Salmonella Typhimurium 10 a E. coli zvoleno rozmezi
annealingovych teplot blizké témto hodnotdm. Na zaklad¢ ziskanych vysledkd byla jako
nejvhodnéjsi annealingova teplota ur¢ena hodnota 56,6 °C. Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 5.

Pro paraleni detekci Salmonella Typhimurium 352 a kment E. coli bylo na zakladé
ptedchozich vysledkli zvoleno rozmezi annealingovych teplot od 56 °C do 56,6 °C. Pro
detekci Salmonella Typhimurium 352 a kment E. coli 17 a Row byla nejvhodné&jsi
annealingova teplota 56 °C a pro detekci Salmonella Typhimurium 352 a kmenu E. coli 1
annealingova teplota 56,1 °C. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 6. Na Obrazku 3 jsou

zaznamenany pozitivni vysledky ziskané metodou multiplex PCR.
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Tab. 5. Vysledky multiplex PCR detekce kmene S. Typhimurium 10

v kombinaci s kmeny E. coli pri riiznych annealingovych teplotdach

Salmonella Salmonella Salmonella
Typhimurium 10, Typhimurium 10, Typhimurium 10,
E. coli 17 E. coli Row E.coli 1l
annealing. vysledek annealing. vysledek annealing. vysledek
teplota detekce teplota detekce teplota detekce

O (C) CC)

55,7 __ 56,3 - — 56,3 — 4
56,3 _ - 56,3 — o+ 56,6 - -
56,3 - +S 56,3 — o+ 56,6 + o+
56,6 — 4 56,6 + o+ 56,6 + o+
56,6 + o+ 56,6 + o+ 56,9 + o+
56,6 + o+ 56,9 + o+ 56,9 - -
56,8 + o+ 56,9 - 45 57,2 - -
56,9 + o+ 57,2 - - 57,5 - -
56,9 — 4 57,5 - -

56,9 - -

56,9 - -

57,2 — o+

57,2 - -

57,5 - -

prvni v potadi je uveden produkt specificky pro Salmonella

S- slaba koncentrace PCR produktu

Tab. 6. Vysledky multiplex PCR detekce kmene S. Typhimurium

352 vkombinaci skmeny E. coli pri riznych annealingovych

teplotach
S. Typhimurium | S. Typhimurium | S. Typhimurium
352, 352, 352,
E. coli 17 E. coli Row E.colil
annealing. vysledek annealing. visledek annealing. visledek
teplota detekce teplota detekce teplota detekce
O O O
56,0 +-S 56,0 4+ 56,0 4
56,0 o+ 56,0 4+ 56,1 4
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Pokracovani Tab. 6.

S. Typhimurium | S. Typhimurium | S. Typhimurium
352, 352, 352,
E. coli 17 E. coli Row E. coli 1
annealing. vysledek annealing. vysledek annealing. vysledek
teplota detekce teplota detekce teplota detekce
O (O (O
56,2 . 56,2 _4S 56,1 4
56,3 . 56,3 +4S 56,2 +4+S
56,3 . 56,3 _4S 56,3 +4+S
56,6 . 56,6 _4S 56,3 .
56,6 __ 56,6 _4S 56,6 __

prvni v poradi je uveden vysledek detekce pro Salmonella

S- slabé koncentrace PCR produktu

Fratamico et al. [70] popsali metodu multiplex PCR pro paralelni detekci E. coli O157:H7

a Salmonella spp. Pti detekci byly pouzity Ctyfi pary primert. Primery byly vymezeny

oblasti genli eaeA, stx, invA a sekvence plazmidu E. coli O157:H7. Gen eaeA je spojovan

se schopnosti adherence E. coli, v genech stx je zakodovana produkce verotoxinu E. coli,

genem invA je koédovana struktura proteinu spojeného s virulenci Salmonella. Detekce byla

usp&Sn¢ provedena v uméle zaockovanych vzorcich jablecného mostu, hovéziho masa,

sekané a fekaliich skotu [70].
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400 bp —

Obr. 3. Elektroforeticky agarézovy gel PCR produkti

ziskanych pri paralelni detekci Salmonella a E. coli

M- 100 bp DNA marker

1- S. Typhimurium 10 a E. coli 17 pfi Ta= 56,6 °C

2- S. Typhimurium 10 a E. coli Row pii Ta= 56,6 °C
3- S. Typhimurium 10 a E. coli 1 pfi Ta= 56,6 °C

4- S. Typhimurium 352 a E. coli 17 pii Ta= 56,0 °C
5- S. Typhimurium 352 a E. coli Row pii Ta= 56,0 °C
6- S. Typhimurium 352 a E. coli 1 pfi Ta= 56,1 °C

7.4 Pouziti multiplex PCR p¥i detekci Salmonella Typhimurium a

E. coli z kurfeciho masa

Metody PCR pro detekci Salmonella byly popsany pro rtzné vzorky potravin, jako
napf. rybi maso [71], masné produkty [71, 72, 73], kufeci ktize [74], vejce [75], mlécné
produkty [76] atd. E. coli byla metodami PCR detekovana napt. ve vzorcich hovéziho masa

[50, 51], zeleniny [51] a nepasterovaného mléka [49].
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V této praci byla zkusebné provedena detekce Salmonella a E. coli metodou multiplex PCR
ze vzorku kufete, masa i kize. Postup Upravy vzorkid a metoda extrakce DNA byly
pirevzaty ze studie publikované dos Santosovou et al. v roce 2001 [61]. Amplifika¢ni profil
byl stanoven na zékladé vysledka ziskanych v této praci. Parametry amplifika¢niho profilu

jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tab. 7. Amplifikacni profil pro detekci Salmonella a

E. coli
reakéni krok teplota doba
pocatecni 95°C 5 minut
denaturace
denaturace 95°C 1 minuta
annealing * 1 minuta
extenze 72 °C 1 minuta
zavéreCna extenze 72 °C 3 minuty
pocet amplifikacnich cyklu 35
*S. Typhimurium 10 a E. coli 17 56,6 °C
S. Typhimurium 10 a E. coli Row 56,6 °C
S. Typhimurium 10 a E. coli 1 56,6 °C
S. 352 akE. coli 17 56,0 °C
S. 352 aE. coli Row 56,0 °C
S.352aE.colil 56,1 °C

Detekce byla provedena v uméle zao¢kovanych vzorcich. Umélym zaockovanim vzorku
je ovéfovano, zda pouzity detekéni postup muze byt uspésné aplikovan také pro detekci

mikroorganizmi z realnych vzorkd.

Velkym problémem, ktery pii aplikaci metody PCR na vzorky potravin mlZe nastat, je
vznik fale$sné negativnich vysledkl, které jsou vyvoldny piitomnosti rtiznych slozek
potravin [38, 55]. Tyto slozky mohou inhibovat extrakci nukleovych kyselin nebo jejich
amplifikaci. Dochazi tak ktomu, ze jsou ziskdny negativni vysledky, i kdyz jsou
mikroorganizmy ve vzorku potraviny pfitomny. DileZitym krokem je tedy extrakce DNA.

V této praci byla k extrakci DNA ze vzorkl kufete pouzita metoda povareni v PCR pufru.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 50

Detekce byla nejdiive provedena ve Ctyiech upravenych vzorcich kuieciho masa a kuze,
do kterych byly zaokovany kmeny S. Typhimurium 10 spolu s E. coli 17 nebo E. coli 1.
Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8. V zadném ptipad¢ se nepodafilo detekovat oba

specifické amplikony, pouze pfi teploté 56,6 °C a 56,9 °C byla detekovana E. coli 17.

Tab. 8. Vysledky multiplex PCR detekce vybranych kmenii

Salmonella a E. coli ze vzorki kufete

. annealingova | vysledek

bakterie teplota Eg (0)) dyetekce
S. Typhimurium 10 a E. coli 17 56,6 .
S. Typhimurium 10 a E. coli 17 56,9 .
S. Typhimurium 10 a E. coli 1 56,6 -
S. Typhimurium 10 a E. coli 1 56,9 -

prvni v poradi je uveden vysledek detekce pro Salmonella

Protoze byly detekovany alespoii néjaké specifické PCR produkty, byl uvedeny postup
pouzit pro dalsi multiplex PCR detekci. Tentokrat byly metodou multiplex PCR ze vzorkt
kufete uspésné detekovany vSechny uvedené kmeny Salmonella a E. coli. Bylo by ovsem
jesté nutné ovérit zda by uvedeny postup fungoval za stejnych podminek vzdy. Vysledky

detekce jsou uvedeny na Obrazku 4.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkd by metoda extrakce DNA povafenim mohla byt s uspéchem
aplikovana na vzorky, ve kterych je jako ve vzorcich kufete pfevazné zastoupena
bilkovinna slozka, krev a tuk, kdy inhibi¢ni aktivita téchto slozek je dostatecné

eliminovana prave povarenim.
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250 bp —
400 bp —

Obr. 4. Elektroforeticky agarézovy gel amplikonii

Salmonella a E. coli detekovanych ve vzorcich kurat

M- 100 bp DNA marker

1- S. Typhimurium 10 a E. coli 17 pi#i Ta= 56,6 °C
2- S. Typhimurium 10 a E. coli Row pii Ta= 56,6 °C
3- S. Typhimurium 10 a E. coli 1 pti Ta= 56,6 °C

4- S. Typhimurium 352 a E. coli 17 pii Ta= 56 °C
5- S. Typhimurium 352 a E. coli Row pii Ta= 56 °C
6- S. Typhimurium 352 a E. coli 1 pti Ta= 56,1 °C
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ZAVER

Nejznaméjsi a nejvice pouzivanou metodou molekularni biologie je metoda PCR a jeji
modifikace jako nested PCR, multiplex PCR nebo real-time PCR. Podstatou PCR je
amplifikace vybrané sekvence deoxyribonukleové kyseliny, ve které jsou zakodovany
specifické vlastnosti mikroorganizmu, ktery ma byt detekovan. Pouzitim metody PCR je
tak pfekonavana i dalsi prekazka pfi detekci, a to maly pocet mikroorganizmi ve vzorku.
Metody PCR mohou byt suspéchem pouzity pro detekci patogenti ze vzorkii vody,

potravin a také klinickych vzorku.

Cilem této prace bylo optimalizovat metodu PCR pro detekci Salmonella a E. coli a
metodu multiplex PCR pro paralelni detekci téchto bakterii. V této praci byla pro detekci
Salmonella Typhimurium vyuzita ¢ast oblasti chromozomu Salmonella Typhimurium LT2
0 velikosti 438 bp. Pro detekci E. coli byla vyuzita 264 bp dlouha sekvence genu lacZ,
ktery je specificky pro aktivitu B-galaktosidazy. Pro detekci Salmonella byly pouzity
primery SAL-1F a SAL-2R a pro detekci E. coli primery LZL-389 a LZR-653.

Pro pfipojeni primerd je dulezitd vhodna teplota. Annealingova teplota byla
optimalizovéna pro jednotlivé detekce provedené v této praci. Optimalni annealingova

rozmezi se pohybovala od 56 “C do 57,2 °C v zdvislosti na pouZzitém bakteridlnim kmenu.

Pro detekci Salmonella a E. coli byla nalezena optimalni rozmezi annealingovych teplot.
Jelikoz pfi jednotlivych detekcich byla ziskdna podobna rozmezi annealingovych teplot a
velikosti PCR produkti byly odliSitelné, mohla byt provedena detekce Salmonella a E. coli
paralelné¢ metodou multiplex PCR. Touto metodou byly tspésné detekovany oba kmeny

Salmonella Typhimurium v kombinaci se ttemi kmeny E. coli.

Tato optimalizovana metoda byla pouzita pro detekci bakterii Salmonella a E. coli z umé¢le
zaoCkovanych vzorkli kufeci kize a kufeciho masa. Postup upravy vzorku a metoda
extrakce DNA povarenim byly pievzaty z diive provedené studie a postup pro PCR byl
ziskan na zaklad¢ vysledkt v této praci. Paralelni detekce byla Gspé$na pro vSechny

kombinace kment Salmonella a E. coli.

Aby tento postup mohl byt Gspé$né aplikovan také na realné vzorky kufeciho masa a kuize
popt. dalSich potravin, bylo by nutné jesté ovétit, zda uvedena metoda dava pozitivni
vysledky pii detekci dalsich kmena Salmonella a E. coli a zda nedetekuje kmeny jiné nez

Salmonella a E. coli.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
bp Part bazi

cDNA Komplementarni DNA

CFU Kolonie tvoficich jednotek

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dATP Deoxyadenizintrifosfat

dCTP Deoxycytidintrifosfat

dGTP Deoxyguanozintrifosfat

dNTP Deoxynukleozidtrifosfat

dTTP Deoxytymidintrifostat

ddNTP  Dideoxynukleozidtrifosfat

dsDNA  Dvoufetézcova molekula DNA

F primer Forward primer

MRNA  Medidtorova ribonukleova kyselina
NK Nukleova kyselina

ORF-C  Otevieny ¢teci ramec

PCR Polymerazova fetézova reakce

R primer Reverse primer

SSDNA  Jednoftetézcova molekula DNA

Ta Annealingova teplota
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Obr. 1. Elektroforeticky agardzovy gel PCR produkti ziskanych pifi detekci Salmonella

Typhimurium

Obr. 2. Elektroforeticky agar6zovy gel PCR produkti ziskanych pii detekei E. coli

Obr. 3. Elektroforeticky agar6zovy gel PCR produkti ziskanych pii paralelni detekci

Salmonella a E. coli

Obr. 4. Elektroforeticky agar6zovy gel amplikon Salmonella a E. coli detekovanych ve

vzorcich kurat
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