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hydrolyzat 2 % a maltodextrin 10 % NejniZsi obsah nisinu
u suplementovanych vzorkt (940 IU/ml) byl naméfen u vzor-
ku obsahujici sojovy pepton 2 % a laktéza 5 %. Také
u vSech variant pridavka sacharidi a dusikatych latek
ve sladké syrovétce byl stanoven vysSi obsah nisinu neZ
u kontroly (818 ITU/ml) obsahujici pouze sladkou syrovatku
a Tween 80.

Porovndni vysledkui testovdni riistovych médii

ve sladké demineralizované syrovdtce s pridavkem
sacharidu a dusikatych ldtek a ve sladké syrovdtce
s pridavkem sacharidi a dusikatych ldtek
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Obr. 5 Porovnani rozdilii mezi sladkou demineralizovanou
syrovatkou a sladkou syrovatkou s pfidavky
sacharid(i a dusikatych Idtek na produkci nisinu

Pfi porovnani sladké demineralizované syrovatky a slad-
ké syrovatky viz obr. 5 bylo dosazeno lepsich vysledkt ve
sladké demineralizované syrovatce v priméru o 194 IU ni-
sinu/ml. U vzorku obsahujici pepton 2 % a laktézu 10 %
byly stanoveny vyssi hodnoty ve sladké syrovatce. U vSech
ostatnich vzorkl bylo dosazeno lepSich vysledkl ve sladké
demineralizované syrovatce.

Zaver

V této praci byly rozSifeny dfive ziskané vysledky
o zjisténi vlivu pfidavku vybranych nutrientt na produkci
nisinu v médiu na bazi sladké demineralizované syrovatky.

Pri sledovéni vlivu pfidavki sacharidt a dusikatych latek
byly ovéteny diive ziskané vysledky a u obou variant ras-
tového média byl stanoven nejvyssi obsah nisinu u varianty
kysely kaseinovy hydrolyzat 2 % a maltodextrin 10 %.
VysS§i obsah nisinu v priméru o 194 IU nisinu/ml byl
stanoven ve sladké demineralizované syrovatce.

Ziskané poznatky jsou vyuzivany pfi kontinudlni fer-
mentaci v laboratornim fermentoru s naslednou separaci
nisinu vhodnymi izola¢nimi technikami.
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VYUZITi METODY LAMP PRO
RYCHLOU DETEKCI PATOGENNICH
MIKROORGANISMU V POTRAVI-
NARSKE A KLINICKE PRAXI

Eva Svirdkovd, Jakub Kyznar, Katefina Loupancova
Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze

The use of LAMP method for fast detection
of pathogenic microorganisms in food and
clinical practices

Abstrakt

Tato teoreticka prace se zabyva problematikou charakte-
rizace, vysvétleni zdkladniho principu a praktického
vyuziti nové vyvinuté molekularné-biologické metody,
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takzvané izotermalni amplifikace zprostfedkované smyc-
kou (metody LAMP). Tato metoda je vhodna pro detekci
patogennich mikroorganismti vystytujicich se jak v potra-
vinach a zpuasobujicich ¢asta alimentarni onemocnéni, tak
ve vzorcich klinickych. Bylo zjiSténo, Ze metoda LAMP je
rychlou, specifickou a robustni metodou. Vysledky této
literarni reSerSe mohou byt pouzitelné pti budoucich expe-
rimentdlnich aplikacich metody LAMP jak v oblasti
potravinarské praxe pfi cileném zajiStovani zdravotni
bezpecnosti a technologické nerizikovosti potravinarskych
surovin a vyrobkd, tak také v oblasti klinické ¢i environ-
mentalni praxe.

Klicova slova: metoda LAMP, izotermalni amplifikace
DNA/RNA, rychla detekce, patogenni mikroorganismy,
potravinarsky pramysl, klinicka praxe.

Abstract

This theoretical work deals with the characterization,
explanation of basic principle and practical use of a newly
developed molecularly-biological method, called the loop-
mediated isothermal amplification method (the LAMP
method). This method is suitable for detection of patho-
genic microorganisms occurred in foods and causing
frequent alimentary diseases, as well as in clinical samples.
It has been found, that the LAMP method is fast, specific
and robust method. The results of this literary research can
be used in the future for experimental applications of the
LAMP method, not only in the field of food practice in the
targeted ensuring of health safety and technological riski-
ness of food raw materials and products, but also in the area
of clinical and environmental practices.

Key words: LAMP method, DNA/RNA isothermal
amplification, fast detection, pathogenic microorganisms,
food industry, clinical practice.

Uvod

Metoda LAMP (z anglického slovniho spojeni "loop-
mediated isothermal amplification"), jejiz zkratka se do
jazyka ceského preklada jako metoda "izotermalni ampli-
fikace zprostfedkovana smyckou", se fadi k noveé vyvinu-
tym molekuldrné-biologickym metodam pro amplifikaci
specifickych sekvenci nukleovych kyselin (DNA nebo
RNA), a to v souvislosti s detekci zejména patogennich
mikroorganismil. Tato metoda poskytuje vysoce spolehlivé
vysledky relativné rychle, v profilu jednoduché experimen-
talni realizovatelnosti (Notomi a kol., 2015).

Princip metody byl poprvé zverejnén v roce 2000
(Notomi a kol., 2000) a v témZe roce se fada svétovych
védecko-vyzkumnych tymu zacala rozvojem této metody
a jejiho praktického vyuziti v riznych oblastech lidskych
¢innosti intenzivné zabyvat (Mori a kol., 2013). Na zdkladé
detailniho studia a experimentdlniho vyzkumu zdkladnich
principtit metody LAMP byla vyvinuta fada aplikac¢nich
testt LAMP vychazejicich z jejiho zdkladniho postupu,
zapocinajicich extrakci nukleovych kyselin aZ po koncovou

detekci zjistovaného patogenniho mikroorganismu (Notomi
a kol., 2015).

V pribéhu vlastni reakce LAMP jsou specifické
sekvence nukleovych kyselin amplifikovany pfi fixni
teploté, a to pri opakovani dvou typa elongacnich reakci,
béhem kterych dochézi k prodlouZeni templatového vlakna
v oblastech takzvané kmenové "smycky" (Notomi a kol.,
2015). K reakci jsou vyuzivany dvojce vnitfnich a vnéjSich
primert, pficemzZ kazdy z vnitfnich primerti obsahuje gen-
ovou sekvenci, kterd je komplementarni k jednomu fetézci
amplifikacni oblasti na 3’-konci. Tato sekvence je identicka
s vnitini oblasti stejného fetézce na 5°-konci templatového
vldkna. Existuje nékolik aspektd metody LAMP, které se
lisi od ostatnich amplifikacnich metod. Za prvé, ampli-
fikace je byt uskutecnovana za podminek konstantni teplo-
ty. Predevsim na zakladé charakteristik vnitfniho primeru
dochazi k amplifikaci s daleko vyS$si specifitou, nez jaka je
typickd pro jiné detekéni metody. Proces amplifikace je
obvykle dokoncen do 1 h. Navrh specifickych loop-primert
muZze zkratit dobu amplifikace bud az na polovinu nebo
alesponi o jednu tfetinu oproti pivodni metodé¢ LAMP
(Nagamine a kol., 2002). Navic, tato metoda miZe byt
pouzita pro amplifikaci cilové sekvence RNA. V tomto pfi-
padé mize byt jednostupniova amplifikace, podobné jako
amplifikace DNA, provedena za soucasného pridavani
enzymu reverzni transkriptasy, ktera také vykazuje vyso-
kou aktivitu pfi prodluzovani fetézce. Z divodu vysoké
specifiénosti metody LAMP a vzniku dlouhych ampli-
fikacnich produkti mohou byt k detekci produkti DNA
pouZzity i jiné detekéni metody, naptiklad turbidimetricka
metoda (Mori a kol., 2001, 2004) nebo fluorescen¢ni meto-
da (Tomita a kol., 2008). Ob& metody umoziuji detekci
produktli DNA v redlném case a jejich vizudlni kontrolu.
Kromeé toho, detekce produkti LAMP s vyuZzitim béznych
sond DNA je také vhodna. Dal§im prvkem, ktery pfispiva
k jednoduchosti metody LAMP, je dostupnost softwaru
slouziciho pro usnadnéni navrhu vhodnych primert pro
reakci LAMP. Tento software muze byt provozovan
v rezimu online a automaticky mize navrhovat vhodné sety
primerti specifické pro vstupni cilovou sekvenci (Ano-
nymous, 2015).

Ve srovnani s klasickou metodou polymerasové fetéz-
cové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) se metoda
LAMP jevi jako vhodnéjsi, a to zejména z diivodu jednodu-
chosti, rychlosti a snazsi praktické aplikovatelnosti v terén-
ni praxi. Probihajici reakce u metody LAMP nejsou tak
snadno inhibované nejriznéj$imi kontaminanty z prostredi,
jako je tomu u metody PCR (Bektas a Chapela, 2014).
Obecné lze uvést, Ze se da metoda LAMP flexibilné pouZit
v Sirokém spektru praktickych aplikaci, a to napfiklad od
detekce patogennich mikroorganismti na konkrétné
zvoleném misté pocinaje, pres genetické screeningové
analyzy patogent uskuteciiované v zemich s niz$i analy-
ticko-pfistrojovou vybavenosti (napfiklad v rozvojovych
zemich), az po situace nutného rychlého testovani patoge-
ny kontaminovanych vzorku potravin, klinickych vzorki ¢i
environmentalnich vzorka (Notomi a kol., 2015).
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Cilem této prace bylo vytvofeni teoretické
reSerSe, zabyvajici se predstavenim zakladnich
principti molekularné-biologické metody LAMP
a jejiho vyuziti pro rychlou a spolehlivou detekci
patogennich mikrooganismi zejména v potrav-
inarské a klinické praxi.

VYUZITi METODY LAMP
V POTRAVINARSKE PRAXI

Charakterizace, vyskyt a detekce potravi-
novych patogennich mikroorganismu

Za patogenni mikroorganismy se povazuji
takové mikroorganismy, které jsou schopny
vyvolat infekéni onemocnéni. Jsou rozsifeny po
celém svéte a predstavuji pri¢inu mnoha onemoc-
néni a, bohuZzel, i umrti. Aby patogen zpusobil
alimentdrni onemocnéni, musi byt schopen
v potraviné prezivat a nasledné po jeji konzumaci
v téle clovéka produkovat své faktory virulence
(Bhunia, 2008). Patogenni mikroorganismy vysky-
tujici se v potravinach jsou pficinou velkého poctu
alimentarnich onemocnéni obecné po celém svéte,
nejvice pak v rozvojovych zemich. DileZitou roli
zde hraje jejich vcéasnd detekce, kterdA muze
zabranit propuknuti alimentirnich onemocnéni,
véetné toxikdz (Priyanka a kol., 2016).

Konven¢ni metody pouZzivané pro detekci

Tab. 1 Viybrané lidské patogenni mikroorganismy, viry a prvoci
vyskytujici se v mléce a mlékdrenskych vyrobcich, jako puvodci
alimentdrnich onemocnéni (Hayes a Boor, 2001; upraveno)

Bakterie celedi

arniho onemocnéni
Escherichia coli

Alimentarni onemocnéni
Gastroenteritida,

Enterobacteriaceae veetné sérotypu 0157:H7 hemolytickd urémie
Salmonella Gastroenteritida, bfisni tyfus
Yersinia enterocolitica Gastroenteritida
Ostatni gramnegativni Aeromonas hydrophila Gastroenteritida
bakterie Brucella spp. Bruceloza
Campylobacter jejuni Gastroenteritida
Grampozitivni Bacillus cereus Gastroenteritida
sporulujici bakterie Bacillus anthracis Antrax
Clostridium perfringens Gastroenteritida
Clostridium botulinum Botulismus
Grampozitivni koky Staphylococcus aureus Emetickeé intoxikace

Streptococcus agalactiae

Bolest v krku

Streptococcus pyogenes Spala / bolest v krku
Streptococcus zooepidemicus Faryngitida / zanét ledvin
Ostatni grampozitivni Corynebacterium spp. Za8krt
bakterie Listeria monocytogenes Listeriéza
Mycobacterium bovis Tuberkuldza
Mycobacterium tuberculosis Tuberkuléza
Rickettsie Coxiella burnetii Horecka Q
Viry Enteroviry, polioviry, rotaviry, Strevni infekce
virus FMD
Plisné Plisné Mykotoxikdza
Prvoci Entamoeba histolytica Améboza
Giardia lamblia Giardioza (lamblioza)
Toxoplasma gondii Toxoplazméza

potravinovych patogeni jsou narocné na cas
i experimentalni praci, a proto dochézi k neustalému vyvo-
ji novych rychlych metod usnadnujicich a hlavné urychlu-
jicich detekci patogennich mikroorganismi. Podle principu,
na kterém jsou tyto metody zaloZeny, mohou byt rozdéleny
na metody imunologické (napf. metoda ELISA), moleku-
larné-biologické (napt. metody PCR, LAMP aj.) a metody
vyuzivajici biosensory. VSechny tyto nové vyvinuté metody
maji jeden spolecny cil, a to poskytnout rychlou, citlivou
a specifickou metodu pro detekci patogentd, kterda je
nendaro¢na na Cas, praci a vynaloZené finan¢ni prostiedky
(Law a kol., 2015). Pravé s pfislibem téchto vlastnosti byla
na zacatku 21. stoleti vyvinuta skupinou pod vedenim
Tsugunoriho Notomi metoda LAMP, ktera se v poslednich
letech zacala prakticky uplatiiovat uZ i na poli potravi-
narského priamyslu (Kokkinos a kol., 2014; Law a kol.,
2015; Priyanka a kol., 2016).

Alimentdrni onemocnéni spojovand s potravinovymi
patogennimi mikroorganismy

Rizné mikroorganismy, prevazné bakterie, jsou pfi-
rozené pritomny v lidském zazivacim traktu ¢i na povrchu
pokozky ¢i u jinych savci, kde tvofi prirozenou mikrofléru.
Nicméné existuje mnoho druht mikroorganismu (bakterii,
kvasinek a plisni), a také virQ, které jsou pro ¢lovéka pato-
genni. Lidsky zazivaci trakt je jednou z moZnych cest,
prostfednictvim které se patogenni mikroorganismy dosta-
vaji do téla, ¢imZ dojde ke vzniku alimentarniho onemoc-
néni. Patogenni mikroorganismy jsou casto pfitomny ve

vodé ¢i v potravindiskych surovinidch a vyrobcich, které
nebyly naptiklad tepelné oSetfeny. Z tohoto diivodu je
v€asna detekce patogentl velmi diileZita, zejména kvili pre-
venci vzniku alimentarnich onemocnéni (Priyanka a kol.,
2016). Mezi mikroorganismy nejcastéji zpusobujici ali-
mentarni onemocnéni se fadi nasledujici: Acinetobacter
spp., Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Citrobacter
koseri, Citrobacter freundii, Clostridium difficile, Clostri-
dium perfringens, Enterobacter sakazakii, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli O157:H7, Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Salmo-
nella Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica ser.
Typhimurium, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae a Yersinia pestis (Priyanka a kol., 2016).

Vzhledem k tomu, Ze mléko predstavuje vhodné
prostiedi pro rast patogennich mikroorganismi, snadno se
tak stava prostfedkem pro Sifeni alimentarnich onemoc-
néni. Nejcastéj§imi patogeny vyskytujicimi se v mléce
a mlékarenskych vyrobcich jsou Staphylococcus aureus,
Enterococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli,
Bacillus spp., koagulasa-negativni stafylokoky; vyskytuji
se zde Casto také kvasinky a plisné. Vyskyt dalSich pato-
gent jakymi jsou Salmonella spp., Campylobacter spp.
a Listeria monocytogenes byl zaznamendn spi§ v mensi
mirfe (KarpiSkové a kol., 2011; Hyzakova, 2013). V Tab. 1
je uveden prehled vybranych lidskych patogend, které jsou
spojovany s jejich vyskytem v mléce a mlékarenskych
vyrobcich (Hayes a Boor, 2001).
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Detekce potravinovych patogennich mikroorganismu
s vyuZitim metody LAMP

Pro detekci potravinovych patogenti byla metoda LAMP
poprvé experimentalné pouzita v roce 2003; konkrétné byla
provedena detekce genu stxA2 u kmene Escherichia coli
O157:H7 (Maruyama a kol., 2003). K vyhoddm detekce
potravinovych patogend s vyuZzitim metody LAMP se tfadi
vyS$i specifita a citlivost metody v porovnani s metodou
PCR (Hara-Kudo a kol., 2005; Wang a kol., 2008;
Yamazaki a kol., 2008). Jako priklad Ize uvést detekci bak-
teridlniho poddruhu Salmonella enterica subsp. enterica
v pfirozené kontaminovanych cerstvych vejcich. Literarni
studie uvadi, Ze k detekci této bakterie byly vyuzity kla-
sicka kultivaéni metoda, metoda PCR a metoda LAMP.
Zatimco pomoci kultivaéni metody a metody LAMP byla
spolehlivé identifikovana pritomnost Salmonella enterica
subsp. enterica ve vSech vzorcich, metoda PCR selhala
pfi identifikaci u 10 % vzorku z celkového poctu 110 testo-
vanych vzorkd. Metoda LAMP se ukazala byt tedy rych-
lejSi a zéaroven stejné citlivou v porovnani s klasickou
kultiva¢ni metodou (Ohtsuka a kol., 2005).

V soucasnosti jsou na trhu k dispozici komerc¢ni
soupravy designované pro metodu LAMP, které jsou vhod-
né pro detekci patogennich mikroorganismi, jakymi jsou
zejména bakterie r. Listeria, r. Salmonella, r. Campylo-
bacter, t. Shigella, r. Legionella ¢i Escherichia coli, které
proces detekce vyznamné zjednodusSuji a zrychluji. Na-
priklad, komer¢né dostupna souprava reagencii "Loopamp
detection kit" (Eiken Chemical Co., Tokyo, JPN) je vhodna
pro detekci patogenti vyskytujicich se v potravinarskych

surovinach a vyrobcich, jakymi jsou casto Salmonella
enteritica subsp. enterica, bakterie r. Shigella, kmeny
Escherichia coli O157 a 026 produkujici verotoxin ¢i bak-
terie . Campylobacter. Tato souprava obsahuje veskeré
reagencie potfebné pro uskutecnéni amplifikace, ktera
probihd v jedné zkumavce za podminky, Ze celkovy ¢as od
piipravy vzorku az po dokonceni amplifikace nepfesdhne
1 h. Pred vlastni amplifikaci DNA je nutno testovany
vzorek potraviny upravit; veskeré roztoky a Cinidla potieb-
né pro reakci LAMP jsou soucasti soupravy. Pripraveny
potravinovy vzorek je nasledné podroben amplifikaci
DNA, ktera probihd pri konstantni teploté, obvykle vSak
v rozmezi teplot 59-65 °C. Pritomnost patogenu je
potvrzena tim, Ze dosSlo k amplifikaci specifického genu.
Vznik precipititu je mozné pozorovat pouhym okem ¢i za
pomoci turbidimetru, prostfednictvim kterého je méfen
zékal v redlném Case; jednd se tedy o takzvanou metodu
"Real-Time LAMP" (Law a kol., 2015).

Srovndni vybranych molekuldrné-biologickych
metod vhodnych pro detekci potravinovych
patogennich mikroorganismi

V Tab. 2 jsou uvedeny vybrané molekularné-biologické
metody (konkrétné klasickd metoda PCR, modifikovana
metoda PCR s fluorescencni detekci v redlném case
a metoda LAMP), které jsou vhodné pro detekci patogen-
nich mikroorganisma pochazejicich z riznych kontamino-
vanych potravinarskych surovin a vyrobku, z duvodu
moznosti vzajemného detailniho porovnani vyhod
i nevyhod (Parida a kol., 2004).

Tab. 2 Srovnani vybranych molekuldrné-biologickych metod vhodnych pro detekci patogennich mikroorganismu

(Parida a kol., 2004; upraveno)

Konvenéni metoda PCR

Detekéni metoda

Modifikovana metoda PCR
s fluorescencni detekei v realném case

Metoda LAMP

Vyhody metody * Metoda "zlatého" standardu po izolaci « Simultdnni amplifikace a detekce DNA/RNA * |zotermdini amplifikace nevyzadujici

DNA/RNA bez pritomnosti "Zivého béhem exponencidini ¢asti amplifikace termocykler
agens" « Monitorovani amplifikace DNA/RNA v rediném | Detekce moznd v rediném Gase

* \/Casnd potvrzujici diagndza patogenu case i po probéhnuti reakce

« Casto uzivand molekularné-biologickd « Kvalitativni i kvantitativni metoda « Kvalitativni i kvantitativni metoda
metoda « Nizsi riziko kiizové kontaminace diky operacim |  Sledovani priibéhu amplifikace (zména

» Moznost sériovych analyz provadénym v uzaviené zkumavce barvy, tvorba zdkalu) pouhym okem

 Moznost multiplexnich analyz * Zvysena citlivost metody diky vyuZiti * Robustni metoda

« Jednoduse standardizovatelnd metoda fluorescence « Metoda jednoduse standardizovatelna mezi
mezi laboratoremi « V/y3Si vykonnost analyzy diky softwarové laboratoremi

fizené detekci
« Jednodu3e standardizovatelnd metoda mezi
laboratoremi
Nevyhody metody | e Post-operacni kroky u této metody « Drahy spotrebni materidl a vybaveni * Komplikované navrhovani primert

mohou vést ke kiizové kontaminaci pro detekci (metoda vyZaduje 6 primert)

« Casové nroénd metoda (trvani analyzy | < Metoda s dlouhotrvajicimi pfipravami * Metoda vyZaduje dva dlouhé primery
1-3 h s delSi dobou pfipravy vzorku) « Metoda néchylna k inhibitoréim, nespecifické v kvalité pro HPLC

* Metoda vyzaduijici termocykler DNA, zméndm fyzikdIné-chemickych » Omezena dostupnost reagencit

« Metoda néchylna k inhibitoréim, param,etrﬁ, vystaveni reagencii okolnim a laboratorniho vybaveni v nékterych zemich
nespecifické DNA, zméndm teplotdm « Metoda s dlouhotrvajicimi piipravami
fyzikdiné-ohigmickyen paramfr, « Metoda ndchylnd k inhibitoreim, nespecificks
vystaveni reagencii okolnim teplo’[am DNA, zméndm fyZikéIné-chemickYCh para-

metrd, vystaveni reagencii okolnim teplotdm
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Detekce patogennich mikroorganismii v ruznych
potravindrskych surovindch a vyrobcich s vyuZitim
metody LAMP

Potraviny jako jsou vejce, maso a zelenina byvaji ¢asto
kontaminovany riznymi sérotypy nejrozsifené¢jsiho
potravinového patogenu, a to Salmonella enterica subsp.
enterica. Pro rychlou detekci tohoto patogenu byla vyvinu-
ta metoda LAMP v riznych potravinovych matricich, jaky-
mi byly mléko a mlééné vyrobky, vepfové maso, kufeci
maso, kachni maso, masné vyrobky, vejce a vyrobky
z vajec (Kokkinos a kol., 2014). Pro specifickou detekci
bakterii rodu Salmonella v potravinach byly navrZeny
specidlni primery cilené na gen phoP, ktery reguluje expre-
si genu virulence (Li a kol., 2009). Pfed samotnou ampli-
fikaci a naslednou detekci hledané genové sekvence
pomoci metody LAMP je nutno potravinové vzorky
pfipravit k analyze dle schématu uvedeného ve
zjednoduSené podobé na Obr. 1 (Li a kol., 2009).

Mléko a mlékarenské vyrobky. Detekce patogennich
mikroorganismll z mléka a mlékarenskych vyrobkil s vyu-
zitim metody LAMP, v casovém horizontu poskytnuti
vysledkd priblizné do 24 h, je vyrazné rychlejsi v porovnani
s tradi¢nimi kultivanimi metodami, které mohou poskyt-
nout vysledky za 5 az 7 dni. Pokud jsou pred zahijenim
analyzy tyto potravinové vzorky pred-inkubovany (pfi tep-
loté 37 °C po dobu 20 h), je mozné pomoci metody LAMP
detekovat pfitomné patogeny v mnozstvi 3,5-10' KTJ
v objemu 250 ml testovaného vzorku (Li et al., 2009).

Dalsi vyhodou pouZiti metody LAMP, v modifikaci tak-
zvané multiplexni metody LAMP (mLAMP), je moZnost
paralelniho stanoveni Salmonella spp. soucasné s Shigella
spp. ve vzorcich mléka. Pro simultinni stanoveni je
zapotiebi dvou sad specidlné navrZenych primerd cilenych
na gen invA u Salmonella spp. a gen ipaH u Shigella spp.
Pfi izotermnich podminkach (pfi teplot¢ 63 °C) dojde
k amplifikaci DNA béhem 60 min. Finadlnimi produkty
LAMP jsou opakujici se vlasenky se smyckou raznych
délek. Po gelové elektroforéze se na elektroforeogramu
objevi tzv. "zebrik", slozeny z nékolika bandi. Tato
Zebrikova struktura je LAMP amplifikaci LAMP charak-
teristickd. Celkovy Cas analyzy LAMP trva pfiblizné 20 h,
véetné uprav vzorkl (nabohaceni), coz vyrazné zkracuje
dobu detekce. Citlivost metody mLAMP je 100 fg
DNA/zkumavku v porovnani s citlivosti metody mPCR,
kterd je charakterizovdna hodnotou 1 pg DNA/zkumavku.
Ve vzorcich mléka Ize tedy touto metodou detekovat konta-
minaci bakteriemi r. Salmonella v mnozstvi 5 KTJ/10 ml
vzorku (Shao a kol., 2011).

Maso a masné vyrobky. Metoda LAMP byla testovana
a validovana pro detekci pritomnosti Salmonella enterica
subsp. enteritidis ser. Typhymurium ve vzorcich vepfového
masa a veprovych parkl tak, aby bylo mozné béhem pfib-
lizn€ jednoho dne obdrZet kompletni vyhodnocené vysled-
ky (Techathuvanan a kol., 2010). Tato metoda byla pozdéji
rovnéZ testovdna a validovdna pro detekci Salmonella
enterica subsp. enteritidis ser. Typhymurium, ovSem ve
vzorcich kufeciho masa (celkem bylo testovano 225 vzor-

ku) s tim, Ze jeji ucinnost byla srovnavana s metodou PCR
a kultivacni metodou (Kumar a kol., 2014). Analyza LAMP
byla provedena s bakterialni DNA izolovanou do 8 h od
doby, kdy byly vzorky pfipraveny k reakci; u metody PCR
Slo o delsi dobu 18 h. Ze studie vyplynulo, Ze metoda
LAMP poskytla, spolu s metodou PCR i kultivacni
metodou, 100 % tspéSnost pii prikazu pritomnosti tohoto
bakteridlniho sérotypu v kontaminovanych vzorcich.
Zaroven bylo zjiSténo, Ze vysledky ziskané metodou
LAMP, které byly kvalitou srovnatelné s vysledky ziskany-
mi metodou PCR, byly poskytnuty do 26 h bez pouziti
sofistikovaného laboratorniho vybaveni. Naproti tomu
vysledky ziskané metodou PCR byly poskytnuty az do 48 h
a vysledky ziskané kultiva¢ni metodou az do 6 dnti. Metoda
LAMP pouzita v této studii dokazala jednak detekovat, jed-
nak odlisit, sérotyp Salmonella enterica subsp. enteritidis
ser. Typhymurium od jinych sérotyptt Salmonella enterica
subsp. enteritidis (Kumar a kol., 2014).

Vejce a vyrobky z vajec. Konzumace vajec kontamino-
vanych bakteriemi rodu Salmonella vede k infekci lidské
populace. V pribéhu poslednich 30 let byly v mnoha
zemich svéta zaznamendvany zvlasté pripady vyskytu
Salmonella enterica subsp. enteritidis (Ohtsuka a kol.,
2005). Bylo prokazano, Ze metoda LAMP je pro detekci
ptitomnosti Salmonella spp. vhodnéjsi hlavné proto, Ze je
rychlejsi, specifictéjsi a citliveéjsi, nez metoda PCR. Metoda
LAMP byla tedy uspé$né pouzita pro detekci salmonel
u Cerstvych vajec, s pfipravnym nabohacovacim krokem pfi
kultivaci vzorkl/mikroorganismii v pufrované peptonové
vodé pfi teploté 37 °C po dobu 20 h (Ohtsuka a kol., 2005).

Potravina (25 g) + pufrovana peptonova voda (225 ml),
kultivace pri teploté 36 + 1 °C, po dobu 20-24 h

Odstiedéni kultivovaného vzorku (50 ul)
po dobu 5 min,
odstranéni supernatantu

Pridani extrakéniho roztoku pro potraviny (80 ul),
promichani

Zahtev na teplotu 95 °C,
po dobu 5 min

Piidani Tris (10 pl),
promichani

QOdstiedéni pri pokojové teploté,
po dobu 30 s

Pouziti roztoku supernatantu
jako vzorku pro analyzu LAMP

Obr. 1 Priklad postupu pripravy potravinového vzorku pro
detekci Salmonella spp. s vyuzitim metody LAMR
konkrétné s pouZzitim detekcni soupravy "Loopamp
detection kit" (Eiken Chemical Co., Tokyo, JPN)
(Li a kol., 2009).
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VYUZITi METODY LAMP V KLINICKE PRAXI

Definice zdkladnich pojmii v souvislosti
s klinickymi zkouSkami

Klinickym hodnocenim pouzivaného zdravotnického
prostfedku se rozumi proces, jehoz ucelem je kritické
vyhodnoceni klinickych udajii a prokdzani bezpecnosti
a ucinnosti hodnoceného zdravotnického prostiedku pfi
dodrZzovani zvoleného tcelu stanoveného vyrobcem
v béZnych podminkach jeho pouziti (Anonymous, 2017).

Klinickymi ddaji se rozumi informace o bezpecnosti
nebo tcinnosti zdravotnického prostredku, které vyplyvaji
z jeho pouZziti (Anonymous, 2017).

Klinické udaje se ziskavaji prostfednictvim:

e jedné nebo vice klinickych zkousek hodnoceného
zdravotnického prostredku,

* jedné nebo vice klinickych zkouSek nebo jinych studii
uvadénych v odborné literature, které se tykaji zdravot-
nického prostredku, u néhoz je prokdzana rovnocennost
s hodnocenym zdravotnickym prostfedkem, nebo

* publikovanych nebo nepublikovanych odbornych zprav
nebo zavérd o pouzivani hodnoceného zdravotnického
prostiedku v klinické praxi nebo zdravotnického
prostredku fadné opatfeného oznacenim CE, u kterého
je prokazana rovnocennost s hodnocenym zdravotnic-
kym prostfedkem (Anonymous, 2017).

Klinickou zkouskou se rozumi pouzivani zdravotnického
prostifedku na subjektech hodnoceni v procesu systematic-
kého zkousSeni u poskytovatele zdravotnich sluZeb s cilem:

 prokdzat, zda zkouSeny zdravotnicky prostiedek je
vhodny pro pouZiti v souladu s uréenym tcelem, zejmé-
na z hlediska bezpecnosti a ic¢innosti,

e zjistit vliv zkouSeného zdravotnického prostiedku na
subjekt hodnoceni,

* specifikovat vedlejSi ucinky zkouSeného zdravotnic-
kého prostfedku a zhodnotit, zda predstavuji pfijatelna
rizika (Anonymous, 2017).

Multicentrickou Kklinickou zkouskou se rozumi kli-
nicka zkouska provadéna podle jednoho planu klinické
zkousky na vice odbornych pracovistich vicero zkousejici-
mi. Klinické zkouSky musi byt provadény v souladu s Hel-
sinskou deklaraci (Anonymous, 2017).

Aplikace metody LAMP do klinické praxe

V poslednich letech doslo k rychlému vyvoji novych
metodik amplifikace nukleovych kyselin, diky kterym bylo
umoznéno vzniku rychlejSich, robustnéjSich a predevsim
kompatibilnéjsich technik aplikovatelnych v praxi, v terén-
nich podminkdch (Asiello a Baeumner, 2011). Za
pozornost stoji pravé metoda LAMP intenzivné rozvijena
zejména pak v klinické praxi (Notomi a kol., 2000).
U metody LAMP je zvySeni robustnosti dosazeno diky
vyuZiti enzymu Bst DNA polymerasy, jenZ neni tak snadno
inhibovan jako enzym DNA polymerasa pouZivany pii
metodé PCR (Bektas a Chapela, 2014). Dalsi vyhodou této
metody je fakt, Ze nevyzaduje Zadna specidlni cinidla
a miZe byt pouZivana v laboratofi vhodné pro usku-

tectiovani molekuldrné-biologickych analyz (Mori a kol.,
2013; Notomi a kol., 2015). Metoda LAMP pfinasi pfislib
ekologictéjsi aplikace zalozené na mobilnich testovacich
soupravach (Bektas a Chapela, 2014). Zasluhou fady
vyzkumnych tymu, stojicich za rychlym rozvojem metody
LAMP, bylo jeji pouziti v klinické praxi vyznamné
zjednoduSeno (Mori a kol., 2013).

Na urychleni vyvoje a aplikace metody LAMP do klinické
praxe mélo vliv predevsim propuknuti virového onemocnéni
— syndromu tézké akutni dychavicnosti (Severe Acute
Respiratory Syndrome, SARS) v Japonsku pred rokem 2008.
Pro detekci virti byla schvalena jedind metoda, a to pravé
metoda LAMP v diagnostickém profilu in vitro (IVD) (Mori
a kol., 2013). V soucasné dobé se v Japonsku pocet deteko-
vatelnych schvédlenych mikrobidlnich/virovych agens,
s vazbou na pouziti detekéni metody LAMP, zvysil na pocet
8. Konkrétné Slo o zvifeci koronavirus SARS, Mycobac-
terium tuberlculosis, Mycoplasma pneumoniae, Legionella
sp., virus hepatitidy A, virus chfipky A subtypu HIN1 (pan-
demie v roce 2009 s nastupem onemocnéni ptaci chfipky),
virus chripky A subtypu HS5N1 (vysoce nebezpecny podtyp
viru ptaci chfipky, ktery se objevil v Asii v roce 1997) a lid-
ského papilomaviru (Human Papilloma Virus", HPV) (Mori
a kol., 2013). Jinou moznosti uplatnéni metody LAMP je
amplifikace nukleovych kyselin s vyuzitim molekularniho
diagnostického testu OSNA (amplifikace nukleové kyseliny
v jednom kroku), ktery predstavuje automatizovany mole-
kularné detekéni systém s vyuZzitim metody Real Time-
LAMP (RT-LAMP), vhodny pro detekci rakovinnych bunék
metastazujicich na lymfatickych uzlinach. Tato metoda byla
rovnéZ schvalend v Japonsku v diagnostickém profilu IVD
(Mori a kol., 2013).

PoZadavky na vpravu klinickych vzorku pro jejich
ndsledné vyhodnoceni metodou LAMP

V souvislosti s vyuzitim metody LAMP pro vySetfeni
klinickych vzorka je zapotiebi vyvoje detekénich Cinidel
pro konkrétni patogenni mikroorganismus, at uz se jedna
o patogenni bakterii, virus nebo jinou formu (Mori a kol.,
2013; Notomi a kol., 2015). Samotna extrakce nukleové
kyseliny (DNA nebo RNA) se casto provadi s vyuZitim jiz
difive vyvinutych extrakénich metod. Obecné je zjedno-
duSovani genetickych analyz relativné narocné. Z diivodu
podpory laboratorniho rutinniho testovani se u metody
LAMP s vyhodou uplatiiuji, zejména pri predbézné tpraveé
vzorkd, specidlni komeréni soupravy (Notomi a kol., 2015).

Detekce patogennich mikroorganismi s vyuZitim
metody LAMP v klinické praxi

Jako pfiklad detekce patogennich mikroorganismi s vyu-
zitim metody LAMP v klinické praxi se da uvést detekce
bakterii ze skupiny Mycobacterium tuberculosis komplex,
zpusobujicich tuberkulézu; struény postup této detekce je
uveden na Obr. 2 (Notomi a kol., 2015). Je nutno zminit, Ze
tuberkuléza patii k jedné z nejvétSich hrozeb celosvétového
zdravotnictvi. Timto onemocnénim je latentné infikovana
priblizné jedna tfetina svétové populace, a to prevazné

36

MLEKARSKE LISTY 164, Vol. 28, No. 5



VEDA, VYZKUM

Nasroubovani
kapatka 1a spodni
&ast kolony

Nagroubovani
vzorkw'viéka na homi
cast kolony

Davkovani vzorku do reakéni zkumavky
Absorpéni &ast

Vysudené reagentni &inidlo

-

Detekce findlnich
produkti reakee
LAMP

Davkovéni vzorku a rehydratace reagenéniho Eimidla

Viastni reakee LAMP piti 67 °C

Obr. 2 Schéma zdkladnich krok( modifikovaného metodického postupu TB-LAMP s vyuZitim detekéni soupravy

(Eiken Chemical Company Ltd, Tokyo, JPN) uréené pro detekci bakterii ze skupiny Mycobacterium tuberculosis
komplex. Testovany klinicky vzorek se davkuje do reakéni zkumavky a je zahrivan. Poté se zkumavka spoji

s kolonou obsahujici absorbent a s kapdtkem, umisténym v dolni ¢asti kolony. Nasledné je purifikovand DNA/RNA
eluovdna do reagencni zkumavky prostfednictvim kapdtka. Reagencni zkumavka obsahuje jednotlivé reagencie pro
metodu LAMR, které se nachazeji ve vicku zkumavky. Po promichani dojde v reagenéni zkumavce k rehydrataci
reakcnich cinidel a nasledné inkubaci vzorku. Vysledné reakcni amplifikdty jsou detekovany pomoci
fluorescencniho detektoru, jenZ je soucasti inkubacni cely (Notomi a kol., 2015).

v rozvojovych zemich. PrestoZe se pro detekci plicni
tuberkul6zy nejplosnéji pouZivala a dosud pouziva metoda
pfimého  mikroskopického vySetfeni hlenu/sekretu
z dychacich cest (Sputum Smear Microscopy), bylo zjisténo,
Ze tato metoda neni dostatecné citlivd a specifickd. Jinou
moznosti bylo a je pouziti kultiva¢ni metody, pfedevsim pro
jeji dostatecnou citlivost, navzdory dlouhé dobé 4 az 6 tydnt
pti poskytovani finalnich vysledki. Kultivani metoda ma
navic jist¢é omezeni kvuli vybaveni konkrétni laboratore
potfebnym zafizenim a pomiickami (Notomi a kol., 2015).

Kromé jiz vySe uvedeného ptikladu vyuziti metody
LAMP v klinické praxi se da tato metoda vyuZit také pro
detekci virdt zplisobujicich takzvanou "Aleutskou chorobu
norktl" neboli plazmocytézu postihujici zejména norky
a fretky (Zhang a kol., 2015), déle pro rychlou detekci viru
HIV-1 (Curtis a kol., 2008), také k diagnostice malarie
(Lucchi a kol., 2010; Morris a kol., 2015) nebo pro detekci
bakterii Mycoplasma synoviae (Kursa a kol., 2015),
Staphylococcus aureus (Wang a kol., 2015) a Pectobac-
terium carotovorum (Yasuhara-Bel a kol., 2016).

Zaver

Zavérem je mozné uvést, ze molekuldrné-biologicka
metoda LAMP predstavuje moderni nové vyvinutou meto-

du pro rychlou, prikaznou a jednoznacnou detekci pato-
gennich ¢i indikatorovych mikroorganismti vyskytujicich
se v riznych potravinarskych, klinickych a environmental-
nich matricich.

Mezi hlavni vyhody této metody patfi rychlost, vysoka
specifita a selektivita vlastni reakce LAMP, a také robust-
nost. K nevyhodam metody se da zaradit nutnost vyvoje
suSenych reagenc¢nich cinidel pro konkrétni detekovany
mikroorganismus, coz vyZzaduje nejenom cas, ale i dalsi
vyzkum.

Vysledky této teoretické reSerSe mohou byt pouZitelné ve
formé zakladnich i nadstavbovych informaci pti budoucich
experimentalnich aplikacich metody LAMP jak v oblasti
potravinafské praxe pfi cileném zajiStovani zdravotni
bezpecnosti a technologické nerizikovosti potravinarskych
surovin a vyrobku, tak také v oblasti klinické a environ-
mentalni praxe.
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