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Abstrakt

Molekularné-genetické metody se v mikrobiologic-
kych laboratofich ¢im dal Castéji pouzivaji pro rutinni
urcovani druht mikroorganismui. V nasi ministudii jsme
se zamefili na urCeni druhit pomoci polymerazové
retézové reakce v realném cCase (RT-PCR) nasledovanou

vysoko rozliSujici analyzou kfivky tdni (HRM analyza).
Tato studie se zamérila predevSim na zpiisob pripravy
templatu pro tuto analyzu pomoci upravené colony PCR
tak, aby nedochézelo k ndkladnému izolovani bakterialni
DNA.

Klic¢ova slova: HRM RT-PCR, bakterie, colony PCR,
izolace DNA

Abstract

Methods of molecular-genetics are widely used in the
laboratory of microbiology as the routines method for
the exact species determination of the microorganisms.
In this paper we focused on the use of the High Resolu-
tion Real Time PCR melting analysis (HRM RT-PCR),
which is widely used and function as the determining
tool. Instead of expensive and time consuming DNA iso-
lation we used modified colony PCR for providing the
DNA template.

Key words: HRM RT-PCR, bacteria, colony PCR,
DNA isolation

Uvod

V béZné praxi se pracovnici v mikrobiologické labo-
ratofi neustdle potykaji s nutnosti pfesné a rychle stano-
vit druhy mikroorganismu, které se ve vzorku nachazi.
Klasické mikrobiologické metody stanoveni zavisi
predevSim na spravné nastavenych podminkach jejich
kultivace. Nevhodné kultivacni podminky mohou presné
urceni druhu mikrobti znacné ztizit. Zakladni metody
optické mikroskopie umoznuji sice relativné rychlé,
avsak ne zcela presné stanoveni mikroorganismu, nekdy
je spravné urceni druhu dokonce naprosto nemozné. Pro
persondl je tak presné urceni mikrobli velmi naro¢né,
vyZaduje specidlni proskoleni a také znacnou zkuSenost.

Pouziti molekularné-genetickych metod je proto pou-
Zivano stile castéji. Tyto metody pouZivané v labo-
ratofich dovoluji relativné snadno a rychle detegovat
a urcit, zda a jaky mikroorganismus se ve vzorku vy-
skytuje. PouZivané jsou napriklad tzv. ribotypizace
vyuZzivajici jedinecnost genetické informace ribozomalni
RNA (rRNA) za pouziti enzymil — restrikénich endonuk-
ledz (Yansanjav a kol., 2003; Massi a kol., 2004). OvSem
nejcastéjSimi metodami pro rozliSeni jednotlivych druhti
predevsim probiotickych mikroorganisma (naptiklad
riznych druht rodu Lactobacillus), jsou metody zalozené
na polymerasové retézové reakci (PCR) - napriklad Ran-
dom Amplified Polymorphic DNA (RAPD, Daud a kol.,
1997), rep-PCR (Gevers a kol., 2001). V poslednich
letech je také stile oblibenéjSi pouZiti analyzy kiivky
tani — High Resolution Melting Analysis (HRM) jak pro
rozliSeni jednotlivych druh mikroorganismi (pfedevsim
u bakterii rodu Lactobacillus — Simec a Poto¢nik, 2011),
nebo celych skupin mikroorganismu ve vzorcich (kvasy,
potravinarské vyrobky — Pontonio a kol. 2017, Ripari
a kol. 2016). Z téchto studii vyplyva, Ze HRM analyza je
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velmi dobry néstroj pro uré¢ovani druhti mikroorganism.
Béhem postupného zahtivani dochdzi k taveni dvousrou-
bovice DNA, ¢imZ se z ni uvoliiuje pfedem navazané
fluorescencni barvivo a dochazi k poklesu fluorescence,
jeZ je monitorovano pfisluSnym pfistrojem a vyhodno-
ceno softwarem. Pfitomnost heteroduplexu v analyzo-
vaném amplikonu DNA méni tvar kfivky tani, ktery je
charakteristicky pro konkrétni ziménu na konkrétni po-
zici daného amplikonu. V nasi ministudii jsme se proto
zamérili na adaptaci této metody do naSich laboratornich
podminek a jeji mensi modifikaci za predpokladu sniZeni
nakladi na jeji provedeni.

Vzristajici dostupnost, vyssi kvalita a klesajici ceny
v poslednich letech mezi zdkladni a rutinné pouZivané
metody urceni presného druhu mikroorganismu zarazuje
také pfimé sekvenovani mikrobidlnich nukleovych
kyselin, nejcastéji ribozomalniho 16S rRNA genu.
Ovsem ve vzorcich s vysokym vyskytem rtiznych druhd
mikroorganismi se mnoho mikrobiologickych laboratofi
stile potykd s financnim zatiZenim, kterym pfiprava
vzorkl pro sekvenaci a i samotny sekvenacni servis jesté
stile jsou. Samotnému sekvenovani také predchédzi nut-
nost izolace bakteridlni DNA, ktera navySuje vydaje. Na
trhu existuje fada komer¢nich souprav pro izolaci geno-
mové DNA fungujicich na rGznych principech. VétSina
operuje na principu afinitni chromatografie s realizaci
v kolonkach s kfemikovym nosic¢em (silica-gel), pfipadné
fungujici na principu iontoménic¢i. V poslednich letech
je stale populdrnéjsi izolace DNA za vyuZiti magnetic-
kych mikrokulicek, které s vyuZitim reverzni adsorpce
umoziuji navazani celkové DNA a jeji oddéleni od zbyt-
ku bunécnych struktur a jejiho obsahu (proteinti apod.).

Pouziti komercné vyrabénych kiti pro izolaci DNA
vsak cely proces stanoveni druhu mikroorganismu jesté
vice ekonomicky zatéZuje, predevS§im pak ve vzorcich
s vysokym celkovym poctem mikroorganismu. Nasi
snahou tedy je najit metodiku, kterd nebude obsaho-
vat nutnost izolace DNA pomoci kitu a cely proces tak
udéla ekonomicky zajimavéjsi, zachova stavajici kvali-
tu a predevsim rychlost presného urceni jednotlivych
druht mikroorganismi v takovych vzorcich. Nase me-
todika je zaloZend na pouziti riznych péaru primert
pouzivanych k identifikaci mikroorganismil na zdkladé
sekvenovani 16S rDNA genu, pouZiti upravené colony

Tab. 1 Seznam pouZitych kmend a jejich kultivaéni podminky

PCR a nasledné HRM analyze bez nutnosti izolace ge-
netické informace bakterii. Metoda colony PCR, neboli
PCR na koloniich bakterii ¢i kvasinek, byla predstavena
roku 2013 a slouZzi predevSim jako nastroj pro ovéreni
rekombinace pfi genetickych manipulacich s bakteriemi
¢i kvasinkami. Tato metoda vyuziva vysoké senzitivity
PCR, kdy stac¢i jen velmi malé mnoZstvi vstupniho ma-
teridlu (templatu) a dvojic primert umoznujici diskrimi-
naci kolonii, u kterych doslo ke spravné rekombinaci.
Jako templat je vyuZivana bud DNA izolovdna pomoci
hydroxidu sodného (tzv. hruby lyzat z bun€k), pfipadné
malé mnoZstvi bun€k (v pripadé pouziti Escherichia
coli), které je primo priddno z petriho misky do PCR
reakce (Bergkessel a Guthrie, 2013). Nasim tkolem bylo
oveétit, zda budeme tuto techniku moci pouZit pro vyrobu
templétu pro naslednou HRM RT-PCR.

Material a metody

Poufité kmeny a jejich kultivace

Pro pokusy byly vybrany 4 druhy laktobacilt ze sbirky
mlékarskych mikroorganismid Laktoflora: CCDM451
(Lbc. sanfranciscensis), CCM7190 (Lbc. delbruckeii ssp.
bulgaricus) CCDM777 (Lbc. reuteri) a Lbc. helveticus
(CCDM108). Dale byly pouzity dalsi dva poddruhy Lbc.
sanfranciscensis (JCM 12444 ajiny, blize neurc¢eny kmen)
k ovéfeni, zda pomoci nasi metodiky budeme schopni od
sebe rozeznat i bakterie v rdmci jednoho druhu. Déle po
jednom kmeni druhtt Lbc. plantarum, Lbc. brevis, Lbc.
rossiae, Lbc. paralimetarius, Lbc. zymae, Lbc. xiangfan-
gensis a Lbc. mindensis, které byly vyizolovany z riznych
druht kvasovych vzorkd. Také byly pouzity dva druhy
stafylokokt (Staphylococcus epidermis a Staphylococcus
warneri) pro ptipadné zarazeni i jinych druhd bakterii.
Kultiva¢ni podminky a media byly pouZity v zavislosti na
druhu bakterie (tab. 1). Nejcastéji bylo pouZito De Man,
Rogosa and Sharpe ristové medium (MRS, GranuCult®,
Merck KGaA, EMD Millipore Corporation; de Man
a kol., 1960). Dale M103 medium — APT Broth M227
(Himedia, Cadersky-Envitek, s.r.o.) + maltéza (7 g/L,
Sigma-Aldrich spol. s.r.0.), fruktéza (7 g/L, Sigma-Al-
drich spol. s.r.0.), glutamat sodny (2 g/L, Sigma-Aldrich
spol. s.r.0.). A také M225 medium (pfipraveno dle Line
a Sugihara, 1971) — malt extrakt (25 g/L), kvasni¢ny ex-

nazev kult. metody kult. podminky  nézev kult. metody kult. podminky
Lbe. crustorum M103 30°C, AN Lbe. rossiae MRS 30°C, AN
Lbc. brevis M103 30°C, AN Lbc. sanfranciscensis CCDM451 M225 30°C, AN
Lbc. delbruckeii ssp. bulgaricus MRS 30°C, AN Lbc. sanfranciscensis JCM 12444 M103 30°C, AN
Lbc. helveticus MRS 30°C, AN Lbc. sanfranciscensis (blize neurceny) MRS 30°C, AN
Lbc. mindensis FHN 30°C, AN Lbc. xiangfangensis M225 30°C, AN
Lbc. paralimentarius M103 30°C, AN Lbc. zymae MRS 30°C, AN
Lbc. plantarum MRS 30°C, AN Staph. epidermis BHI 30°C, A
Lbc. reuteri MRS 30°C, AN Staph. warneri BHI 30°C, A
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Obr. 2 Grafické zndzornéni umisténi pouZitych pard
primerd pro colony PCR a HRM RT-PCR v ramci
16S rDNA. Primery oznacené PCR fw a PCR rev
byly pouZzity pfi colony PCR, primery ozna¢ené
gPCR fw a gPCR rev byly pouzity v HRM RT-PCR
reakci.

byl amplifikovan jen velmi kratky usek daného genu
(do 1 kb) byly pouzity primery, kdy amplikon dosaho-
val vice nez nez 1,5 kb (tab. 2). Byly zhotoveny i dvé
negativni kontroly: 1) kontrola vzniku nespecifickych

Obr. 1 Kontrola spravnosti colony PCR. Jamka 1 jako
templat pouzita suspenze Staphylococcus epidermis,

2 Staphylococcus warneri, 3 a 4 jsou negativni kontroly

(v jamkdch by se nemély objevit Zadné viditelné
prouzky), v jamkdch 5-10 byly pouZity rizné druhy
laktobacild.

trakt (3 g/L), Cerstvy kvasnicny extrakt (15 ml/L), Tween
80 (0,3 g/L), trypton (6 g/L). V ptipadé bakterii rodu
Staphylococcus pak Brain Heart Infusion medium (BHI,
Himedia, Cadersky—Envitek, s.r.0., Atlas 2004). Bakterie
byly kultivovany v prislusném tekutém mediu (5 ml)
pres noc (dokud A620 = 0,5 - 1,0), poté byla suspenze
centrifugovéna (4 000 g, 3 min), ¢ast pouZita rovnou pro
PCR (cca 1pl narostlé kultury, viz. dale) a zbytek byl
pouZit pro izolaci bakteridlni DNA.

Vyroba templdtu pro HRM RT-PCR

Bakteridlni DNA byla izolovana ze suspenze centrifu-
govanych bakterii pomoci DNeasy UltraClean Microbial
Kit (Quiagen), postupovaly jsme presné dle stanovenych
instrukei v manudlu. 20 ng DNA bylo poté pouZito jako
templat pti RT-PCR a pro naslednou HRM analyzu.

Polymerdzovd retézové reakce (PCR) na ,,koloniich*

Drive popsand metodika PCR na bakteridlnich
koloniich Bergkessel a Guthrie (tzv. colony PCR, 2004)
byla modifikovana nasledovné: namisto lyzovani bunék
pomoci NaOH byl pomoci sterilni klicky odebran 1 pl
stocenych bakterii (centrifugace 4000 g, 3 min) do 50 pl
sterilni vody bez nukledz, vSe bylo promichdno pomoci
vortexu, ponechano 30 min v lednici (7°C). 0,5 ul této
vodné suspenze bylo nasledné pouZito jako templat pro
PCR. Misto pouziti dvojice primerti, pomoci které by

Tab. 2 Pouzité primery

primer  sekvence 5 -3~ teplota velikost
nasedani  produktu
[°C] [bp]
PCRfw | AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 52°C 1500-1700
PCR rev | ACGGCTACCTTGTTACGACTT
gPCR fw | GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT 60°C 400-600
gPCRrev | TCCTACGGGAGGCAGCAGT

amplikont, kde byla jako templat pouZita kolonie Sac-
charomyces cerevisiae, a 2) 0,5 pl sterilni vody bez
nulkedz bylo pouzito jako kontrola pfipadné kontami-
nace pouZzitych roztokud (pufru, primert, vody). Samot-
na PCR sestavala z Q5 polymerazy (NEB) ve finalni
koncentraci 0,01 U/ul (oproti vyrobcem doporucenych
0,02 U/ul), 1x pufr, 200 uM dNTP’s, 0,5 uM forward
1 primer nasedajici na 16S rRNA gen a 0,5 uM reverse
1 primer nasedajici na 16S rRNA gen (sekvence primert
v tab. 2) a v§e bylo doplnéno do celkového objemu 7 pl ste-
rilni vodou bez nukleaz. Vse bylo fadn€ smichano a vlo-
Zeno do thermocycleru (Biometra). Zvoleny program: 1)
95°C — 5 min; 2) 35 cykla: 95°C — 30 s, 52°C — 30 s,
72°C — 90 s; 3) 72°C — 10 min. Po skonceni PCR bylo
5 ul pouZzito pro kontrolu spravné probé&hlé reakce po-
moci gelové elektroforézy (ukdzka - obr. 1), 2 ul vzorku
byly smichany s 98 ul vody bez nukledz a déle pouZity
jako templat pro RT-PCR a naslednou HRM analyzu.

Polymerdzovd retézovd reakce v redlném case
(RT-PCR) a vysoko rozliSujici analyza krivky tdni
(HRM analyza)

RT-PCR byla provedena pomoci piistroje StepOne™
Real-Time PCR Systém (Applied Biosystems) v 0,1 ml
zkumavkach (Applied Biosystems). 20 ng vyizolované
bakteridlni DNA, nebo 3 pl 50x nafedéné DNA po
upravené colony PCR reakci bylo pouzito jako templat
v 12 pl RT-PCR reakci (AccuMelt™ HRM Super-
Mix — 1x, Quantabio, 0,4 pM HRM-F primer, 0,4 uM
HRM-R primer, H,O bez nukledz). NamnoZeni produkti
probihalo dle nasledujiciho protokolu: 1) 95°C — 5 min;
2) 35 cykla: 95°C — 15 s, 60°C — 60 s (+méfeni miry
fluorescence po kazdém cyklu); 3) kontinudlni méfeni
ktivky tani: 95°C — 60 s, 60°C — 60 s, nasledované vz-
estupnym zvySovani teploty o 0,3°C po kazdych 15 s
az do dovrseni 95°C (+kontinudlni méfeni miry fluores-
cence). Primery pouzit¢é v HRM RT-PCR byly umistény
uvnit amplikonu po colony PCR (obr. 2). Pro vyhodno-
ceni byl pouzit StepOne™ v 2.3 software a High Resolu-
tion Melt Software v 3.0. Vysledné grafy a tabulky byly
zpracovany pomoci excell (Microsoft). VSechny vzorky
byly amplifikovany v oddélenych zkumavkach ve dvou
opakovanich. Vzdy byla provadéna negativni kontrolu
bez pridaného templatu (pouze s vodou). Cely proces byl
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Obr. 3 HRM RT-PCR - vyhodnoceni analyzy krivky teploty tani
(Tm) amplikondi bakterii, u kterych po derivaci miry
fluorescence oproti teploté byl pouze jeden pik. Cerné
sloupce — templatem byla DNA izolovéna z bakterii
pomoci kitu. Sedivé sloupce — templatem byla 50x
zfedéna colony PCR.
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Obr. 4 HRM RT-PCR - vyhodnoceni analyzy krivky teploty tani
(Tm) amplikont bakterii, u kterych po derivaci miry
fluorescence oproti teploté byly 2 piky. Jako prvni je
uvedena hodnota Tm vySsiho piku (sloupce - odstiny
cerné) a jako druha hodnota piku nizsiho (sloupce

- odstiny modré). Pouze u Lbc. plantarum vy$Si pik
odpovidal niz§i hodnoté Tm, u ostatnich studovanych

bakterii vysSi pik odpovidal vy$si hodnoté Tm. cerny

a tmave modry sloupec — templatem byla DNA izolovéna
z bakterii pomoci kitu. Sedivy a svétle modry sloupec —

templatem byla 50x zfedéna colony PCR.

3x opakovan (izolace DNA, colony PCR i RT-PCR spolu
s HRM analyzou). Vysledky byly statisticky vyhodno-
ceny pomoci softwaru GraphPad Prism 8.2.1. a to bud
pomoci Studentova t-testu, nebo jednocestné ANOVy.

Vysledky

Vysledky HRM analyzy nami studovanych kmenu
bakterii jsou uvedeny na obrdzcich 3 a 4. Zkoumali
jsme nejen to, zda pomoci HRM dokazeme rozlisit stu-
dované bakteridlni kmeny, ale také zda jsme schopni
dosahnout stejného vysledku HRM analyzy i bez izol-
ace DNA z bakterii, ale za pouZziti modifikované colony
PCR. Na obrazku 3 jsou uvedené kmeny, jejichz HRM

Tab. 3 Statistické vyhodnoceni vysledkii pomoci
Studentova t-testu

nazev P value (t test)

Lbe. crustorum 0,0153
Lbe. helveticus 0,0191
Lbc. mindensis 0,0147
Lbc. paralim 0,0001
Lbc. reuteri 0,1955
Lbc. rossiae 0,8707
Lbc. sanfr CCDM451 0,0025
Lbc. sanfr neurceny 0,0043
Lbc. zymae 0,0329
Staph. epidermis 0,879
Staph. warneri 0,5216

Tab. 4 Statistické vyhodnoceni vysledki pomoci

jednocestné ANOVY
Lbc. brevis 0,0001
Lbc. delbruckeii ssp. bulgaricus 0,0001
Lbc. plantarum 0,0001
Lbe. sanfranciscensis JCM 12444 0,0001
Lbc. xiangfangensis 0,0001

analyza odhalila po zaporné derivaci fluorescence
oproti teploté pouze jeden pik v kfivce tani (oznacen
Tm — melt temperature = teplota tani). Na obrazku 4
jsou pak kmeny, jejichz kfivky tani vykazovaly po
zaporné derivaci piky 2, které se dale mohou lisSit
profilem jednotlivych kiivek (vSe vyhodnoceno soft-
warem High Resolution Melt Software v 3.0.1.). A¢
je z vysledki patrné, Ze se hodnoty Tm 1iSi v zavis-
losti na pouZzité metod¢ pripravy templitu pro HRM
RT-PCR (hodnoty P value jsou u vétSiny <0.05,
tab. 3 a 4), k amplifikaci dochdzi a jsme schopni
rozliSit jednotlivé druhy mikroorganismi mezi sebou
(s vyjimkou Lbc. paralimentarius vs. Lbc. mindensis,
k jejich rozliSeni vSak nedochdzi HRM analyzou ani
po izolaci DNA) a dokonce jsme schopni i rozliSit jed-
notlivé poddruhy u Lbc. sanfanciscensis.

Diskuze a zavér

Predmétem této mini studie bylo zjistit, zda budeme
schopni amplifikovat pomoci RT-PCR DNA dfive ampli-
fikovanou pomoci modifikované colony PCR, abychom
se mohli vyhnout nakladnému pouZiti kitu pro izolaci
bakterialni DNA. Z naSich vysledka vyplyva, Ze k ampli-
fikaci takto pripraveného vzorku dochédzi zcela bez
problému, oproti klasicky izolované bakteridlni DNA
sice dochazi k urcitym statisticky vyznamnym zménam
v teplot€ tani jednotlivych amplikont, ovSem u nékterych
vzorkl k tomu nedoSlo (Lactobacillus reuteri, Lactoba-
cillus rossiae, Staphylococcus epidermis a Staphylocco-
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cus warneri). Na druhou stranu i pres tyto zmény v hod-
notach Tm kfivek tani jeSté zcela jasné mizeme rozliSit
jednotlivé druhy, a dokonce i poddruhy naptiklad u Lac-
tobacillus sanfranciscensis (JCM 12444 vs. CCDM451).
Bohuzel dva druhy a sice Lactobacillus paralimentarius
a Lactobacillus mindensis pomoci HRM analyzy rozlisit
nedokazeme a to ani v pripade izolace DNA pomoci kitu.
Pro tento prvotni pokus byla pro colony PCR pouzita Q5
polymeraza, ale v budoucnu bychom radi ovéfili, zda je
mozno stejny proces zopakovat i s levnéj$imi variantami
jiz predpfipravenych PCR master mixd, coZ snizi vydaje
celého procesu jesté mnohem razantnéji.
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SENZORICKE HODNOCENI
BEZLAKTOZOVYCH MLECNYCH
VYROBKU
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Sensory evaluation of lactose-free dairy
products

Abstrakt

Cilem prace bylo posoudit preference vzorkd mléka
s laktosou a bez laktosy a provést senzorické hodnoceni
tfi vzorkl bilych bezlakt6zovych jogurtl. Ve sledované
skupin€ hodnotitelti ve véku 21 — 70 let (n=60, 67 %
Zen a 33 % muzl) byla zji§t€na vyrovnanost v preferen-
cich pro oba vzorky mléka, s laktosou a bez laktosy
(46 a 44 %). Senzorické hodnoceni bezlakt6zovych
jogurtd prokdzalo, Ze hodnotitelé se v preferencich fidili
predevsim konzistenci a kyselosti jogurtii.

Kliéova slova: laktézova intolerance; bezlaktozové
mlécné vyrobky; senzorické hodnoceni

Abstract

The aim of the work was to assess the preferences of
lactose and lactose-free milk samples and to evaluate
sensory properties of three samples of natural lactose-
free yoghurt. There was found a similar tendencies in
the preference for both milk samples, with and with-
out lactose (46, and 44%) among the evaluators (age
21-70 years, n=61; 67% women and 33% men). Sensory
evaluation of lactose-free yoghurts showed that the pre-
ferences were primarily determined by consistency and
acidity of the yoghurts.

Keywords: lactose intolerance; lactose-free dairy pro-
ducts, sensory evaluation

Uvod

Laktézova intolerance (LI) je metabolicky stav,
pfi kterém clovék nemuZe travit disacharid laktosu.
Nejcastéji vznika v souvislosti s geneticky podminénym
poklesem aktivity enzymu laktasa (p-galaktosidasovy
komplex) po odstavu (Tomar, 2014). Laktasa, produko-
vand burikami karta¢ového lemu stfevni sliznice tenkého
stieva, rozklada laktosu na absorbovatelné monosacha-
ridy (glukosu a galaktosu), které poskytuji novorozenci
potfebnou energii. Laktosa materského mléka zajistuje
priblizné 40 % energetické potreby (Frithauf, 2010).
Nejvyssi aktivita laktasy je proto v postnatalnim obdobi
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