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I. Cil metodiky

Cilem metodiky je detekovat nezadouci mikroorganismy (patogenni mikroorganismy,
mikroorganismy zplsobujici kaZeni) 1 Zddouci mikroorganismy (napi. probiotika) pfitomné
v syrech, solnych laznich a nalevech, a to zejména V ptipadech, kdy klasické kultivaéni
postupy jsou nedostacujici. Jedna se predevsim o detekci mikroorganismd, pro které nejsou
k dispozici dostate¢né selektivni metody pro izolaci, detekci a naslednou identifikaci
neznamych ptivodci kazeni, detekci patogennich mikroorganismi pfitomnych v nizkych
koncentracich, detekci subletdlné poskozenych nebo zjiného divodu nekultivovatelnych
mikroorganismi, apod. Metodika je zaloZena na vyuZziti denaturani gradientové gelové
elektroforézy (DGGE) s naslednou identifikaci pomoci molekularné biologickych metod.



I1. Vlastni popis metodiky
11.1. Princip metody

Moderni molekularné biologické metody nachézeji uplatnéni pti identifikaci ptivodct
vad mlékarenskych vyrobki (Jebava a spol. 2013, Svirdkova a spol. 2014,2015).

Analyze pomoci denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) ptedchazi
izolace a amplifikace smésné bakterialni DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR)
S jednim primerem s GC svorkou. Pro amplifikaci se obvykle vyuzivaji primery, které
ohranicuji gen kodujici 16s rRNA (Obr. 1), ktery obsahuji vSechny bakterie. Vysledkem jsou
produkty PCR (amplikony) stejné délky ale razné sekvence. Samotna analyza pomoci DGGE
metody je zalozena na elektroforetické mobilité produkti PCR v polyakrylamidovém gelu za
podminek, kdy mobilita neni zavisla na velikosti produktu PCR ale na jeho sekvenci. PCR
produkty jsou postupné denaturovany pomoci linedrniho gradientu denaturacnich cinidel
(formaldehyd, mocovina). Na 5" konci primeru je pfisyntetizovana GC svorka
(¢tyricetinukleotidovy tsek obsahujici GC sekvence), ktera brani uplné denaturaci produktt
PCR (ds DNA). Mobilita denaturovanych amplikont je znaén¢ omezena. Nejdiive denaturuji
produkty PCR, které jsou bohaté na AT pary, v misté s vyssi koncentraci denaturujicich latek
denaturuji produkty PCR bohatsi na GC pary. Diky tomu mizou byt rozd¢leny a detekovany
jako diskrétni pasy stejné velké amplikony s rliznorodou sekvenci. DGGE je vysoce senzitivni
metoda pro detekci zmén i v jedné nukleotidové sekvenci (Muyzer a kol. 1993, Fasoli a kol.
2003, Leite a kol. 2012). Srovnani priabéhu migrace produkti PCR s rtznou sekvenci
nukleotidd za podminek konvenéni gelové elektroforézy a denaturaéni gradientové
elektroforézy produkti PCR (ds DNA) je zobrazeno na Obr. 2.

Poté se jednotlivé pasy z gelu vyfiznou, eluuje se z nich DNA, ktera se reamplifikuje
a osekvenuje. Porovnanim se sekvencemi uloZenymi v databazich se provede identifikace
neznamych druht bakterii. Alternativné lze identifikaci provést rovnéZ srovnanim polohy
past s kontrolnimi kmeny. Tento jednodussi, rychlejsi a levnéjsi postup se uplatni zejména pfi
analyze cilené na znamé bakterialni druhy.
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Obr. 1: Schématicky diagram useku rDNA amplifikovaného pomoci PCR, upraveno dle prdce
Muyzer a kol. (1993)



Castecné

Standardni denaturacni
podmink podminky
] y i : o
\ )
) l Vzorek I v Vzorek I 0%
e '
: Mutantnid
M ! DNA D
i . : e
g : ‘ .
r ' : o
a 1 Divoky typ T t
c - DNA u
e v v ' Mutantni r
-~y ! DNA a
g Divoky typ Mutantni | s rozdilngm n
A DNA DNA ) T profilem tani t
[ : Castecné
? 1 denaturovana
' DNA se Y
@ Odlind |}  pohybuje 100 %
sekvence : pomaleji
L
'
)

Obr. 2: Srovnani pribehu migrace produktit PCR s riiznou sekvenci nukleotidii za podminek

konvencni gelové elektroforézy a denaturacni gradientové elektroforézy, upraveno dle prace
Muyzer a kol. (1993)

Metodika se sestava z nasledujicich krok:
1. ptiprava vzorkl syrt a solnych nalevii pro analyzu,
2. lyze bunék a izolace DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR,
3. amplifikace DNA s parem primerd (jeden primer s GC svorkou),
4. rozdéleni produktti PCR pomoci denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy,
5. vyfiznuti a eluce DNA z PCR-DGGE produktt a reamplifikace s primery bez GC
svorky,
6. precisténi amplikontl a sekvenovani,
7. ptipadné srovnani polohy pasu s pasem ze znamého bakteridlniho druhu.

I1.2. Pristroje, material, chemikalie

Ptistroje:
centrifuga na Eppendorfovy zkumavky, automatické pipety o objemu 1000, 20-200, 2-
20 a 0,5-10 pl, termostat na 55 °C, cykler, zafizeni pro konven¢ni PCR s gelovou
elektroforézou pro detekci produkti PCR, zafizeni pro denaturacni gradientovou
elektroforézu véetné zdroje napéti.

Material:



Eppendorfovy zkumavky 1,5 ml, $picky modré, Zluté, bilé¢, 0,2 ml zkumavky (pro
konven¢ni PCR), tfeci miska, bézné laboratorni sklo na pfipravu roztoku.
Chemikalie:

e pro lyzi bunék (20 % SDS, lysozym, proteinasa K (100 pg/ml), 1 M Tris-HCI, pH
7,8; 0,5 M EDTA pH 8,0),

e pro izolaci DNA a pro srazeni DNA (fenol, smés chloroform-isoamylalkohol
(24:1), 3 M octan sodny, 96% ethanol, TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM
EDTA, pH 8,0),

e komponenty pro PCR (PCR pufr, Tag DNA polymerasa s 3°-5"exonukleasovou
aktivitou, dNTP, primery),

e pro konvenc¢ni agarézovou gelovou elektroforézu (agarosa, kys. borita, Tris-base,
EDTA, TBE pufr (45 mM kyselina borita, 45 mM Tris-base, 1 mM EDTA, pH 8,0,
velikostni standard DNA),

e pro denaturaéni gradientovou gelovou elektroforézu (TAE pufr (20 mM Tris-
acetat, pH7,4; 0,5 mM EDTA, pH 8,0; 10 mM octan sodny), persiran amonny
0.05%, TEMED 0,05%, 8% akrylamid/bisakrylamid (37,5:1), 7 M mocovina, 40%
formamid.

I1.3. Postup prace

I1.3.1. Pfiprava vzorki pro analyzu

a) syry
Vzorky syrt pro analyzu lze zpracovat s vyuZitim tfeci misky nebo Stomacheru.

Zpracovani syrii s pouZitim tfeci misky: 5g syra se rozetie ve sterilni tfeci misce
s 12,5 ml sterilni destilované vody, vznikla suspenze se prefiltruje pies sterilni gazu. Néasledné
se buniky ve 3 ml filtratu sedimentuji odstfedénim pifi 10 000 g po dobu 3 minut a pak se
promyji 1 ml sterilni destilované vody a opét sedimentuji. Tim jsou buiky pfipraveny pro
lyzi.

Zpracovani syrt s pouzitim Stomacheru: 5 g syru se vlozi do homogeniza¢niho sacku
s membranou BagFilter a pfidd se 12,5 ml sterilni destilované vody. Homogenizace ve
Stomacheru trva 15 minut. Nasledné buiiky ve 3 ml homogenizatu sedimentuji odstfedénim
pii 10 000 g po dobu 3 minut a pak se promyji 1 ml sterilni destilované vody a opét
sedimentuji. Tim jsou buniky pfipraveny pro lyzi.



b) solné lazné a nalevy

Ze vzorki solnych lazni a nalevii se odebere po 3 ml vzorku, které se odstiedi pfi
10000 g po dobu 3 minut. Jestlize je mnozstvi sedimentovanych bunék nedostacujici
(sediment neni viditelny), je mozné k ziskané peleté pridat dal$i 3 ml vzorku a odstiedéni
zopakovat. Pak se sediment bun€k promyje 1 ml sterilni destilované vody a buiky se opét
sedimentuji. Tim jsou bunky pfipraveny k lyzi.

C) kontrolni kmeny

Kontrolni kmeny se pfes noc pomnozi v bujonu a za podminek vhodnych pro dany
bakterialni druh. Poté se odeberou 3 ml kultury, které se odstfedi pii 10 000 g po dobu
3 minut. Ziskany sediment bun¢k se promyje 1 ml sterilni destilované vody. Tim jsou bunky
piipraveny k lyzi.

I1.3.2. Lyze bunék a izolace DNA v kvalité pro PCR

Sedimenty bun€k ze vzorkil se resuspenduji v 1 ml Cerstvé piipravené¢ho lyza¢niho
roztoku slysozymem (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 15 mM EDTA, pH 8,0; lysozym
10 mg/ml). Vznikla suspenze se inkubuje 60 minut pii laboratorni teploté. K suspenzi se pak
prida 75 ul 20% SDS, 10 ul proteinasy K (100 pg/ml) a smés se inkubuje pii 55 °C po dobu
18 hodin.

Z takto piipravenych lyzatl bunék se izoluje DNA, napfi. fenolovou extrakci, pomoci
komer¢niho kitu nebo magnetickych mikrocastic (Rittich a kol. 2006, 2009). Pro komplexni
vzorky syri je vhodna izolace DNA pomoci magnetickych mikroc¢astic dle Metodiky
SVS/2015/135589-G (Spanova a kol., 2015). Koncentrace DNA rozpusténé v TE pufru se
stanovi spektrofotometricky z hodnoty absorbance pti 260 nm (Sinden 1994).

11.3.3. Amplifikace DNA s primery s GC svorkou

Amplifikovat 1ze DNA izolovanou ze vzorku, kterd je ziedéna v TE pufru na
koncentraci 100 ng/ul. Pro amplifikaci se pouziji primery, z nichZ jeden je s GC svorkou
(F357GC, R518) (Muyzer a kol. 1993, Liu a kol. 2012). Sekvence primerd je uvedena
v Tabulce 1. Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tab. 2. Smés pro PCR obsahuje LA
polymerasu s 3°-5"exonukleasovou aktivitou. Podminky amplifikace jsou uvedeny v Tab. 3.

Velikost produkti PCR se ovéfi pomoci agarosové gelové elektroforézy. Spolecné
s amplikony se na gel nanese DNA standard (100 bp zebficek) (Obr. 3).



Tab. 1: Primery, jejich sekvence a velikost produktu PCR (Muyzer a kol. 1993, Liu a kol.
2012)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
F357 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG- 3’
193
R518 5-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3’
5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGLCGGGGLCGGE
F357-GC
GGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG- 37 233
R518 5-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3’

Tab. 2: Slozeni smési pro PCR
Komponenta Objem [pl]

Voda pro PCR 26
LA pufr 10x kompletni
dNTP (10 mM)

F primer 357GC (10 pmol/pul)
R primer 518 (10 pmol/ul)
DMSO enhancer

o N N DN W o

MgCl.
LA polymerasa (5 U/ul) 1
DNA (100 ng/pl) 1

Tab. 3: Program amplifikace
Krok Teplota [°C] Cas[s] Pocet cyklu

Startovaci krok 95 300 1
Denaturace DNA 95 60

Hybridizace primert 50 45 30
Syntéza DNA 72 60

Posledni krok 72 600 1



Obr. 3: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR. Amplifikovana byla DNA
L. fermentum (100 ng/ul) s primerem F357a R518 (193 bp) (behy ¢. 2 a 3) a F357GC a R518
(233 bp) (behy ¢. 5 a b).

Velikost produkti PCR s primery F357GC s GC svorkou a R518 je 233 bp, velikost
reamplifikovanych produktti PCR s primery F357 bez GC svorky a R518 je 193 bp.

I1.3.4. Rozdéleni produkti PCR pomoci denaturac¢ni gradientové gelové elektroforézy

Pro elektroforézu se pouzivd polyakrylamidovy gel s postupné se zvySujici
koncentraci denaturujicich latek. Produkty PCR amplifikované pomoci primert s GC svorkou
se analyzuji pomoci DGGE s vyuzitim 40-60% denatura¢niho gradientu v 0,8mm 8%
polyakrylamidovém gelu v 0,5x TAE pufru. Denatura¢ni gradient byl vytvofen smichanim
8% roztoku akrylamidu (akrylamid:bisakrylamid 37,5:1), ktery obsahoval mocovinu a
formamid (100% denaturant odpovida 7M mocoving a 40% formamidu). Gradient se zvySuje
ve sméru behu elektroforézy.

Na gel se nanese 5 pl produktu PCR. DGGE probiha nejprve 10 minut pii napéti
125 V a potom po dobu 20 hodin pii napéti 75 V pfi teploté 60 °C. Po ukonceni elektroforézy
se gel barvi v roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml) po dobu 1 hodiny. Gel se dokumentuje
fotograficky.



11.3.5. Zpracovani PCR-DGGE produkti (vyfiznuti pasu z gelu, eluce DNA do TE
pufru)

Pasy s rozdélenymi produkty PCR (PCR-DGGE produkty) se o¢isluji, vyfiznou z gelu
pomoci skalpelu, umisti do zkumavek s 50 pl TE pufru a eluuji v chladnicce pii 4 — 8 °C po
dobu 18 — 20 hodin. Eluovana DNA se reamplifikuje s primery bez GC svorky (F357, R518,
Tab. 1). Smés pro PCR se pfipravi dle Tab. 2, amplifikace probiha za podminek uvedenych
v Tab. 3. Velikost produktt reamplifikace se ovéfi pomoci gelové elektroforézy na agarose
(Obr. 3).

11.3.6. PrreCiSténi amplikoni a sekvenovani

Reamplifikované¢  produkty se pfecisti pomoci vhodného kitu nebo srdzenim
ethanolem. Pfi sraZeni ethanolem se K produktim PCR (50 pl) pfida 2,5 ul 3 M octanu
sodného, 125 pl 96% ethanolu a amplikony se srazi pti -20 °C po dobu 1 hodiny. DNA
(produkt PCR) se sedimentuje centrifugaci pii 10 000 g po dobu 15 minut. Sediment se
proplachne 70% ethanolem, znovu centrifuguje, ususi a rozpusti v 50 pl TE pufru.

Takto precisténé produkty jsou ptipraveny pro sekvenovani. Sekvenovani probiha bud’
ptimo v laboratofi dle zaveden¢ho postupu, nebo lze vyuzit sluzeb nékteré z laboratoti, které
tuto sluzbu nabizeji. Porovnadnim ziskanych sekvenci s databazemi se bakterialni DNA
identifikuje.

11.3.7. Srovnani polohy pasu s pasem ze znamého bakterialniho druhu

V ptipadé, kdy je ve vzorcich prokazovana pifitomnost konkrétnich, pfedem znamych,
druhti bakterii, 1ze v bodé¢ 11.3.4. na gel spolu s produkty PCR ziskanymi amplifikaci DNA ze
vzorkll nanést 1 produkty PCR ziskané amplifikaci DNA izolované z kontrolnich referencnich
kmeni. Pritkaz pfitomnosti téchto druht bakterii ve vzorcich pak probiha na zakladé shody v
poloze jednotlivych past pro vzorky a pro referencni kmeny. Postup dle bodu I1.3.5. a I1.3.6.
je pak mozné vynechat.

I11. Srovnani novosti postupi a jejich zduvodnéni

Metodika je zaméfena na detekci technologicky nebo zdravotné rizikovych
mikroorganismll v syrech, solnych laznich a nalevech, pro které byla optimalizovana.
V principu je jeji pouZiti mozné rozsifit 1 na dalsi typy komplexnich potravinarskych vzorkl
za predpokladu, ze na té€chto vzorcich bude pfedem vyzkouSena. Rovnéz 1ze metodiku vyuzit



pfi prukazu ptitomnosti Zaddoucich bakterii, napt. probiotik, ve vzorcich se smésnou kulturni
mikroflérou metabolicky a fyziologicky pfibuznych druhii bakterii mlé¢ného kvaseni.

Metodika byla navrzena tak, aby s jeji pomoci bylo mozné zachytit i méné obvyklé ¢i
obtizn¢ kultivovatelné druhy bakterii. Z tohoto divodu je metoda vhodna k detekci
mikroorganisml, pro néz klasické kultivacni analyzy nedostacuji napf. proto, Ze neni
k dispozici dostatecné selektivni metoda identifikace, neni pfedem znamo ani ramcové
systematické zarazeni detekovanych bakterii, detekované bakterie jsou pfitomny ve velmi
nizké koncentraci nebo jsou subletalné poskozené ¢i z jiného diivodu obtizné kultivovatelné.

Tato metodika byla v ramci procesu optimalizace aplikovana na syry, ve kterych byla
hledana pficina kazeni (vyduty obal, hnilobny zapach ¢i zapach po kyseliné¢ maselné, zakal
nalevu). Mezi vysledky klasické kultivacni mikrobiologické analyzy vzorkd bez vady a
vzorki s vadou nebyly shledany systematické rozdily. Naproti tomu pomoci této metodiky
bylo zjisténo, ze pivodcem vad byly pravdépodobné bakterie rodu Halanaerobium. Jedna se
o bakterie, které nejsou béznymi pivodci kazeni a nejsou kultivovatelné za podminek metod
bézné pouzivanych v laboratofich zabyvajicich se potravinaiskou mikrobiologii. Diky
aplikaci navrzené metody se podatilo identifikovat a ve spolupraci s vyrobcem syra i odstranit
pfic¢inu kazeni.

Metoda DGGE se vyuzivda pro analyzu vzorkl, které obsahuji neznamé
mikroorganismy a u nichz lze pfedpokladat pfitomnost mikroorganismt, jejichz podminky
laboratorni kultivace nejsou znamy. Metoda se da pouzit k profilovani komplexnich
mikrobialnich populaci (Muyzer a kol. 1992), v¢etné¢ profilovani bakteridlnich populaci
Vv potravinach (Cocolin a kol. 2007, Leite a kol. 2012, Liu a kol. 2012). Pro komplexni
analyzu syru, solnych lazni a nalevi, jak popisuje metodika QJ1210300 CM 4, nebyla metoda
DGGE dosud optimalizovéna.

IV. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika QJ1210300 CM 4 pro nekultivacni analyzu mikroflory v syrech, solnych
laznich a nalevech pomoci DGGE bude uplatnéna u uzivatele Ustav Zivodisné fyziologie a
genetiky AV CR, v.v.i. Jedna se o pracovistg, které metodiku vyuzije pii vyzkumu komplexni
mikrofléry potravinaiskych vzorkd, predev§im syrd a vzorkt zivocisného ptivodu. Metodika
QJ1210300 CM 4 je vyuzitelna v laboratofich zabyvajicich se kontrolou potravin z hlediska
mikrobiologické bezpec€nosti, plnéni legislativnich parametri, odhalovani pfi¢in kaZeni a
dalSich aplikaci, které jsou vybaveny potfebnym zatizenim pro PCR a DGGE metody.



V. Ekonomické aspekty

Vyhodou metodiky QJ1210300 CM 4 je, ze metodika umoznuje detekovat i tzv.
nekultivovatelné bakterie nebo bakterie, pro jejichz kultivaci dosud nejsou znamy dostatecné
selektivni metody. Tim se rozSifuje spektrum parametri, které mohou byt hodnoceny, at’ uz
pro interni potfebu dané laboratofe nebo formou poskytnutych sluzeb. Metodika muze byt
pouzita i pro detekci béznych mikrobidlnich kontaminantii ¢i bakteridlnich kultur pouzitych
pti vyrobé. Je tedy univerzalné vyuzitelnd na vSechny vzorky syri, solnych 1azni ¢i nalevi a
popf. i dalsi potraviny. V tvahu je vSak nutné vzit, ze se jednd o metodu kvalitativni, nikoliv
kvantitativni.

Pro laboratofe, které jsou vybaveny zafizenim pro provadéni PCR a pro provadéni
DGGE je navrhovany postup analyzy DNA relativné levny. Vyzaduje bézné chemikalie
pouzivané pro praci s DNA a bézny umélohmotny material. Pro izolaci DNA a cisténi
produkti PCR mtizou byt pouzity komercné dostupné kity, ¢imz se ale naklady na analyzu
pon¢kud prodrazi.

Celkové naklady na materidl potiebny ke zpracovani 1 vzorku bez kith (1 izolace
DNA, amplifikace, DGGE) lze odhadnout na tfadové asi 100 K¢&. Pti zapocitani nakladd na
pristroje, osobni a rezijni naklady se ndklady na zpracovani vzorku véetné ovéteni kvality
DNA v PCR pohybuji kolem 300 K¢&. Cas potiebny k provedeni analyzy se zkrati, nebot 1ze
souCasn¢ na 1 gelu analyzovat vétsi pocet vzorkli. Se zapoctenim nakladd potiebnych na
sekvenovani produktu PCR se ndklady na zpracovani 1 vzorku zvysi na asi 400 K¢. Pii
analyze asi 100 vzorkii ro¢né budou celkové naklady 40 tis. K& Vzhledem k tomu, Ze se
pracuje v malych objemech, jsou naklady na analyzu niz$i nez u klasickych kultiva¢nich
metod. Zavedenim vyse uvedené metodiky se rozsifi spektrum provadénych analyz a
poskytovanych sluzeb. Jestlize bude formou sluzeb analyzovano odhadem 100 vzorkl ro¢né,
jsou roc¢ni trzby odhadovany na 50 tis. K¢, coz ptinese zisk cca 10 tis. K¢. Za 5 let to Cini
trzby odhadem 250 tis. K¢ a zisk odhadem 50 tis. K¢&.
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