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Cil metodiky

Cilem uplatnéni metodiky je v podminkach in vitro detekovat potravinatrsky nezadouci bakterie
v procesech zpracovani syrovatky s vyuzitim molekularné biologické metody LAMP.

Ptredlozena metodika zkoumé a hodnoti potencial molekuldrné¢ biologické metody LAMP
pti jeji aplikaci do potravinarské laboratorni praxe. Metodika konkrétné cili na detekci
zdravotné nezadoucich bakterii, tj. patogennich a podminéné patogennich bakterii (napf.
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis, Campylobacter jejuni,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus feacalis, Streptococcus pyogenes)
ze syrovatky s vyuzitim metody LAMP v laboratornich podminkach. Nékteré z téchto bakterii
maji statut nezddoucich bakterii zptisobujicich kazeni potravin.

Metodika umoziuje hodnotit tekutou sladkou a kyselou syrovatku, rekonstituovanou sladkou
a kyselou syrovatku, syrovatkové napoje.

Vlastni popis metodiky

A)  Vzorky pro analyzu

Aa) Metodika umoziiuje hodnotit nasledujici formy syrovatky: tekutou sladkou a kyselou
syrovatku, rekonstituovanou (tj. obnovenou) sladkou a kyselou syrovatku, syrovatkové
napoje.

Ab) Tekuté vzorky syrovatky (tj. tekuta sladka a kysela syrovatka, syrovatkové napoje) se
vySettuji bez tpravy.

Ac) Vzorky susené syrovatky se musi rekonstituovat (tj. obnovit) nasledujicim zptisobem:

susena syrovatka (10,0 g) se smicha se sterilni destilovanou vodou (90,0 @).
K homogenizaci se pouzije mixer.

B) Priprava vzorkiu pro analyzu L AMP

Ba) Alikvot kazdého vzorku syrovatky (5 ul) se pipetuje do Eppendorfovych zkumavek
obsahujicich roztok pro resuspendaci a lyzi bunék pro LAMP (500 ul) (napf. lze pouzit
roztok RALF, Amplex Diagnostic GmbH, DEU).

Bb) Zkumavky s obsahy se zahieji v termobloku pro LAMP (napt. 1ze pouzit termoblok
Genie® HotBlock MiniT-30; Hangzou Allsheng Instruments CO., LTD, CHN) na teplotu
99 °C, s vydrzi 2 min.

Bc) Smés se nasledné odstiedi na laboratorni odstfedivce pii otackach 3800 ot-min, po dobu
30 s, pti pokojové teploté.

Bd) Alikvot (25 pul) supernatanti se pipetuje do mikrozkumavek (které jsou spojeny do stripu)
kitu pro LAMP (napt. lze pouzit kit Eazyplex® BloodScreen GP/GN Assay; Amplex
Diagnostic GmbH, DEU) obsahujiciho lyofilizované reagencie.

Poznamka.
Kit Eazyplex® BloodScreen GP Assay se pouzije pro grampozitivni bakterie.
Kit Eazyplex® BloodScreen GN Assay se pouZije pro gramnegativni bakterie
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C) Vlastni analyza LAMP

Ca) Mikrozkumavky se vzorky (ve stripu) kitu pro LAMP (viz bod ¢asti Bd — Ptiprava vzorki
pro analyzu LAMP) se vlozi do reak¢niho termobloku pro LAMP (napf. lze pouzit
reakéni termoblok Genie® 11; Amplex Diagnostic GmbH, DEU), kde probéhne vlastni
analyza — amplifikacni reakce LAMP.

Cb) Vlastni analyza LAMP se uskutecni pii teploté 65 °C a prob¢hne do 20 min.

D) Vyhodnoceni vysledkii

Da) Metoda LAMP muze poskytnout jak kvalitativni vysledky (vyjadiené ve form¢: bakterie
je ptitomna (+) nebo bakterii neni pfitomna (-)), tak kvantitativni vysledky. Postupuje se
podle navodl vyrobce pristroje pro amplifikaci LAMP (napf. Ize pouzit navody vyrobce
reakéniho termobloku Genie® I1; Amplex Diagnostic GmbH, DEU).

Db) V piipadé pozitivniho zachytu bakterie (tj. bakterie je pfitomna, +) se doporucuje
uskute¢nit nasledné mikrobiologické kultivacni stanoveni. Divodem tohoto stanoveni je
zjisténi Zivotaschopnosti detekované bakterie, napt. s vyuzitim plotnové metody (CSN
EN ISO 7218, 2008).

Poznamka. Piestoze metoda LAMP poskytuje vysoce spolehlivé vysledky relativné rychle
(nejdéle do 60 min) a v profilu jednoduché experimentalni realizovatelnosti, Zivotaschopnost
bakterii uréit nedokaze, jelikoz je designovana na amplifikaci specifickych sekvenci
nukleovych kyselin (DNA nebo RNA).

E) Mez detekce metody LAMP

Mez detekce metody LAMP je odvisla od detekovaného bakterialniho rodu/druhu a pohybuje
se v rozmezi fada 102-10° KTJ-ml™?, respektive 10°-10* KTJ-reakce™.

F) Priklad
Fa) Zadani
Detekce nezadoucich bakterii v syrovatce s vyuzitim metody LAMP.

Fb) Upiesnéné zadani

e Bakterie. Detekce 3 sbirkovych bakterialnich kmeni Enterococcus faecalis CCM 7247,
Enterococcus faecium CCM 2308 a Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis CCM
4685 (CCM, CZE).

e Syrovatka. Detekce uskutecnénd ve sladké rekonstituované syrovatce, ktera byla
modelové inokulovana (inokulum 10° KTJ-ml?) jednotlivymi bakterialnimi kmeny (viz
bod vyse).

e Metoda LAMP. Prubéh amplifikace LAMP v realném cCase je demonstrovan na vybraném
kmeni Enterococcus faecalis CCM 7247 (dale v textu ¢ast Fc) Interpretace vysledki —
Pribéh amplifikace LAMP v realném case, Obr. 2a) a 2b)).
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Fc) Interpretace vysledki

Validace metody LAMP

Priubéh valida¢niho testu LAMP byl monitorovan v redlném case s tim, Ze pozitivni projev
amplifikace LAMP byl indikovan prudkym zvySenim signalu fluorescence. Ten byl
zaznamenavan softwarem pouzitého piistroje — tj. reakéniho termobloku LAMP (Genie® Il,
Amplex Diagnostic GmbH, DEU), ktery vykreslil typické amplifikacni kiivky (viz Obr. 1).
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Obr. 1: Zaznam valida¢niho testu pro 8 inhibi¢nich kontrol s typickymi amplifikaénimi kiivkami;
IC... inhibiéni kontrola (Inhibition Control).

Amplifika¢ni kiivky byly softwarem pfistroje LAMP matematicky vyhodnoceny a byl uréen
Cas amplifikace (v anglictiné oznaCovany jako ‘Tt: Time treshold® nebo ‘Tp: Time-to-
positivity*). Analyza LAMP s vyuzitim kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay (Amplex
Diagnostic GmbH, DEU) obsahovala pravé jednu inhibi¢ni kontrolu, ktera byla pii pozitivni
amplifika¢ni odezvée potvrzenim validity testu LAMP. Stran vysledkl validace metody LAMP
bylo konstatovéano, ze metoda vykazovala ptesné a spravné vysledky.

Specifita metody LAMP

V Tab. 1 jsou uvedeny vysledky testu specifity pro metodu LAMP s vyuzitim kitu Eazyplex®
BloodScreen GP Assay (Amplex Diagnostic GmbH, DEU), a to pro detekci grampozitivnich
bakterii. Priimérny pocet bakterii se pohyboval v rozmezi fadt 10~108 KTJ-ml™.
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Tab. 1: Test specifity pro metodu LAMP s vyuzitim kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay (Amplex Diagnostic
GmbH, DEU) pro detekci grampozitivnich bakterii

Analyty detekované kitem Eazyplex® BloodScreen GP Assay
2 2 28 | 2 z o
< m S = S . 8 S e S5
Bakterialni g g S § S & S E s & E =
kmen g g g & £ o 2 3 E
L L nh = n
Paralela
1. |2 |1 |2 |1 |2 |1 |2 |1 |2 |1 |2 |12
Enterococcus
faecalis | - | - | - | = | + |+ | + |+ | - | =] -]+ |+
CCM 7247
Enterococcus
faecium | = | = | = | = | = | = | + | + | = | =] =] =] + | +
CCM 2308
Streptococcus
dysgalactiae | — | — | — | = | = | = | = | = | = | = | + | + | + | +
CCM 4685
+... pozitivni reakce LAMP, —... negativni reakce LAMP, vanA... vankomycin rezistentni Enterococcus

fenotyp vanA; vanB... vankomycin rezistentni Enterococcus fenotyp vanB

Stran specifity metody LAMP, pti vyuziti kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay (Amplex
Diagnostic GmbH, DEU), bylo konstatovano, Ze takto designované master mixy, které
obsahovaly specifické primery a navrzené postupy ptiprav analyz LAMP, poskytly 100%
specifitu pro danou skupinu grampozitivnich bakterii.

Z analyzy LAMP také vyplynulo, Ze testované bakterie obsahovaly specificky gen, pro ktery
byly navrzeny konkrétni specifické primery obsazené v master mixech. Konkrétné se jednalo
0 nasledujici geny: gen EF0027 kédujici protein regulujici transkripci pro Enterococcus
faecalis, gen tufA pro Enterococcus sp. a gen tufA pro Streptococcus sp.

Mez detekce metody LAMP

Mez detekce (‘limit of detection®) pro metodu LAMP, ve vazbé na testované bakterie s vyuzitim
kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay (Amplex Diagnostic GmbH, DEU), byla stanovena
ve formé nejniz§iho detekovatelného poétu bakterii vyjadfeného v KTI-ml?, respektive
KTJ-reakce™, jak uvadi Tab. 2.
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Tab. 2: Mez detekce pro metodu LAMP, ve vazbé na testované bakterie s vyuzitim kitu Eazyplex® BloodScreen

resp. KTJ -reakce™)

Nejnizsi Nejnizsi
Bakterialni Kultivaéni | detekovatelny detekovatelny
kmen agar pocet bunék pocet bunék
(KTJ-ml?) (KTJ-reakce?)
Enterococcus faecalis 1nd 100
COM 7247 BHI 3,8-10 9,4-10
Enterococcus faecium 105 1nl
CCM 2308 BHI 16-10 4,0-10
Streptococcus dysgalactiae 103 . 1A0
CCM 4685 BHI 43-10 1,1-10

V souvislosti s mezemi detekce metody LAMP pro testované grampozitivni bakterie bylo

konstatovano, ze meze detekce byly individudlné rtizné a pohybovaly se Vrozmezi fadi
10%-10°KTJ-ml?, respektive 10°-10! KTJ reakce™.

Pribéh amplifikace LAMP v realném case

Pti stanoveni meze detekce pro testované bakterie s vyuzitim metody LAMP se zjistuje piima
uméra mezi ¢asem amplifikace (kdy je amplifikace vyhodnocena za pozitivni; v angli¢ting *Tt*:
Time treshold nebo , Tp*: Time-to-positivity) a poctem bun¢k kment. Po¢ty bunék testovanych
kment byly stanoveny s vyuzitim plotnové metody (CSN EN ISO 7218, 2008), po jejich
aerobnich kultivacich v agaru BHI, pfi teploté 37 °C, po 72 h.
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Obr. 2: Amplifikaéni kiivky znazorfiujici narust intenzity fluorescence béhem amplifikace DNA pro vybrany
kmen Enterococcus faecalis CCM 7247 o riiznych poctech bunék uvedenych ve formé log (KTJ-ml?) (a);
kalibraéni kiivka pro kmen Enterococcus faecalis CCM 7247 ziskana vynesenim ¢asu amplifikace v zavislosti
na poctech buné&k uvedenych ve formé log (KTJ-mlL) (b).
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Pfi zaznamenavani prub&éhu amplifikace LAMP vrealném case (viz Obr. 2a) bylo
konstatovano, ze se doba, kdy byla amplifikace vyhodnocena jako pozitivni, se umeérné
zvysSovala se snizujicim se poCtem bakterii, a ze tedy existovala linearni zavislost mezi casem
amplifikace a po¢tem bakterii.

Pfi vyneseni této zavislosti do grafu (viz Obr. 2b) byla ziskana kalibra¢ni ktivka, kterou bylo
mozno nasledné pouzit pro zjisténi neznamého poctu bakterii. Metoda LAMP byla tedy
schopna poskytnout nejenom kvalitativni vysledky typu bakterie je pfitomna (+) ¢i bakterie
neni pfitomna (=), ale i kvantitativni vysledky.

V Tab. 3 jsou souhrnné uvedeny rovnice piimek, charakterizujici linearni vztah mezi ¢asem
amplifikace (min) a poétem bakterii (KTJ-mlI™t), spolu s hodnotami druhé mocniny korelaéniho
koeficientu R? (tzv. koeficientu determinace).

Tab. 3: Rovnice piimek charakterizujici linearni vztah mezi ¢asem amplifikace LAMP a podétem bakterii
(KTJ-mlY), veetng druhé mocniny korelaéniho koeficientu (R?)

Bakterialni Kultivaéni Rovnice Korelaéni koeficient
kmen bujon piimky (R?)
Enterococcus Taecalis BHI y = -1,225x + 15,55 0,994
E”terg%ﬁ”;?&ecmm BHI y = -0,925x + 14,999 0,970
Streptocoeus ysgalactiac BHI y = ~2,362x + 27,034 0,948

y... ¢as amplifikace; x... log (KTJ-ml?)

Detekce bakterii ze syrovatky s vyuzitim metody LAMP

Ohledné evaluace metody LAMP, z divodu zjisténi jeji vhodnosti pro aplikaci v laboratorni
potraviniské praxi a zaroveii pro posouzeni vhodnosti komeréniho kitu Eazyplex®
BloodScreen GP Assay (Amplex Diagnostic GmbH, DEU), byla realizovana detekce
grampozitivnich bakterii Enterococcus faecalis CCM 7247, Enterococcus faecium CCM 2308,
Streptococcus dysgalactiae CCM 4685 ve sladké rekonstituované syrovatce.

Syrovatka byla nejdiive rekonstituovana (obnovena), nasledné pasterovana V autoklavu
Vv proudici pare (pfti teploté 98 °C, po dobu 20 min) z divodu vylouceni rizika falesné pozitivni
zpétné detekce, a poté zaoCkovana testovanymi bakteriemi (inokulum 1,0 obj. %). Vysledky
experimentt byly prezentovany v kvalitativnim profilu (viz Tab. 4).
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Tab. 4: Detekce bakterii ve sladké rekonstituované syrovatce, pii pouziti kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay
(Amplex Diagnostic GmbH, DEU), s vyuZitim metody LAMP

Kit Eazyplex® BloodScreen GP Assay
(Amplex Diagnostic GmbH, DEU)
3 2 3 .
Bakterialni S (_"_; S S S 3
kmen S s g £z
2 & 2 3 g
| L &
Paralela
1123|412 |3 [|4|1 2|3 |]4|1]2]|3]4
Enterococcus
faecalis S I T S (R I S N A S (R R R e R
CCM 7247
Enterococcus
faecium | — | = | = | = |+ |+ |+ |+ | = | ===+ + ]|+ ]+
CCM 2308
Streptococcus
dysgalactiae | — | — | — | = | = | = | = | = | + |+ |+ |+ |+ |+ | + |+
CCM 4685

+... pozitivni reakce LAMP, —... negativni reakce LAMP

Poznamka. Vysledky pro detekci vankomycin rezistentni Enterococcus fenotyp vanA,
vankomycin rezistentni Enterococcus fenotyp vanB a Streptococcus pneumoniae byly
negativni a nejsou v tabulce zobrazeny.

Bylo konstatovano, ze u testovanych bakterii doslo k jejich detekci ve sladké rekonstituované
syrovatce ze 100 % (coz platilo pro 12 testovanych ptipadi z celkem 12 uskuteénénych ptipadi;
12/12), a to s vyuzitim kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay (Amplex Diagnostic GmbH,
DEU) designovaného pro grampozitivni bakterie, a navrzeného pro amplifikaci genu EF0027
pro Enterococcus faecium, genu tufA pro Enterococcus sp. a genu tufA pro Streptococcus sp.
Na zéakladé téchto zjisténi se da metoda LAMP oznacit za slibnou pro detekci enterokoku
a streptokokii v podminkach potravinarské laboratorni praxe.

Srovnani novosti postupu

Metoda LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification), piekladana do jazyka ¢eského jako
»izotermalni amplifikace zprostfedkovand smyckou, patii mezi molekularné biologické
metody vyuzivané pro amplifikaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin (DNA nebo
RNA), zejména v souvislosti s detekci riznych mikroorganismii/bakterii, véetné patogennich
(Notomi a kol., 2015).

Metoda LAMP naSla své vyuziti primarné v oblasti klinické praxe. Na trhu jsou k dispozici
komercné dostupné Kity pro metodu LAMP, designované pro detekci patogennich nebo
podminénych patogennich mikroorganismi/bakterii ze vzorku krve. Jedna se napf. 0 kit
Eazyplex® BloodScreen GN Assay (Amplex Diagnostic GmbH, DEU), ktery je designovany
pro detekci nasledujicich gramnegativnich patogennich a podminéné patogennich bakterii:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa/Pseudomonas fluorescens/
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Pseudomonas putida, bakterie ¢eledi Enterobacteriaceae, a také pro specifickou skupinu
mikroorganismi (CTX-M-1) s genem pro produkci enzymu CTX-M a specifickou skupinu
mikroorganismt (CTX-M-9) s genem pro produkci enzymu CTX-M. Dalsi kit, Eazyplex®
BloodScreen GP Assay (Amplex Diagnostic GmbH, DEU), je naopak designovan pro detekci
nasledujicich grampozitivnich patogennich ¢i podminéné patogennich bakterii: Enterococcus
faecalis, Enterococcus sp., Streptococcus pneumoniae, Streptococcus sp., vancomycin
rezistentni Enterococcus fenotyp vanA, vancomycin rezistentni Enterococcus fenotyp vanB.
Metoda LAMP, bézné pouzivana v klinické praxi, muze byt spolu s komer¢né dostupnymi Kity
transferovana do oblasti potravinafstvi. Konkrétné¢ mize byt pouzita v oblasti potravinaiské
laboratorni praxe védecko-vyzkumnych nebo akademickych pracovist. U reality tohoto
transferu se pro metodu LAMP vyznamné rozsituje jeji pole vyuzitelnosti (Hu a kol., 2018).
Nezbytnosti je vSak design novych pracovnich postupi/metod a jejich bezproblémova
experimentalni realizace.

V souvislosti s nami piedkladanou metodikou jde o aplikaci metody LAMP pro detekci
potravinafsky nezadoucich bakterii v procesech zpracovani syrovatky, coz piedstavuje jeji
novost. Hlavni vyhodou metodiky je mimo jiné urychleni doby reakce detekce potravinaisky
nezadoucich bakterii v syrovatce na dobu 20-60 min, a to pti srovnani jejich detekce s vyuzitim
jinych molekularné biologickych metod (napi. u metody PCR se doba reakce pohybuje
v rozmezi 60-120 min) nebo metod klasické mikrobiologie (napt. u plotnové metody
s vyuzitim selektivnich médiim se doba detekce pohybuje v rozmezi 2448 h).

Popis uplatnéni metodiky

e Metodika byla na zakladé smlouvy o vyuziti vysledkl uplatnéna u uzivatele, kterym je
Ceskomoravsky svaz mlékarensky z. s.

e Metodika je urcena k aplikaci do potravinafstvi, konkrétné do potravinarské laboratorni
praxe. Je vhodna zejména pro laboratofe zaméfené na vyzkum a vyvoj v oborech
zemédé@lstvi a potravinaistvi, konkrétn¢ v nasledujicich oblastech: zpracovani mléka
a mlékarenskych vyrobku, hygieny a sanitace, aplikované potravinarské mikrobiologie.

e Metodika se uplatni pfi jisténi zdravotni mikrobiologické bezpeénosti potravin, zejména
na bazi syrovatky, a to diky rychlé a spolehlivé detekci potravinaisky nezadoucich bakterii.

Ekonomické aspekty

e Metodika je uréena k provadéni v sektoru laboratorni potravinaiské praxe. Konkrétné
Vv laboratofich vybavenych pro prace z oblasti klasické mikrobiologie a molekuldrni
biologie.

e  Pti realizaci metody LAMP je zapotiebi mit nasledujici piistroje: termoblok pro LAPM
(pro zahtev vzork), laboratorni odstiedivku (pro odstfed’ovani vzorki), reakéni termoblok
pro LAMP (pro amplifikace vzorktll). Pofizovaci cena téchto ptistrojii se pohybuje fadove
ve stovkach az miliénech K¢&. Cena jednoho kitu pro metodu LAMP (napi. Eazyplex®
BloodScreen GP/GN Assay; Amplex Diagnostic GmbH, DEU) se pohybuje okolo 35 tis.
K¢ (v€. DPH), pfi¢emz kit obsahuje 24 pozic. Z toho plyne, Ze cena jedné reakce LAMP
vyjde na cca 1,5 tis. K¢ (vé. DPH). Prediktivné lze o¢ekavat snizeni pofizovacich naklada
na pfistroje a kity pro metodu LAMP diky tomu, Ze se tato metoda stane roz§ifené;si
a pouzivangjsi.

e Vzhledem k tomu, ze metoda LAMP piedstavuje metodu vyuzitelnou V potravinarstvi
pfijiSténi mikrobiologické bezpecnosti zejména potravin na bazi syrovatky, pro koncového
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uzivatele bude ekonomicky pifinos zaviset na zavaznosti mikrobiologického problému,
ktery se diky této metodice podafi vyfesit. Snizeni nakladl se da uvazovat také v oblasti
socidlni a zdravotni, napf. pfi snizovani poctu pracovnich neschopnosti, pfi omezeni
vyskytu alimentarnich onemocnéni, a to v fadu stovek az milionu K¢ za kazdy vyteSeny
problém.
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