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Uvod

Metoda LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplifi-
cation), prekladana do jazyka ceského jako ,,izotermalni
amplifikace zprostfedkovand smyckou®, patfi mezi mole-
kularn¢ biologické metody vyuzivané pro amplifikaci spe-
cifickych sekvenci nukleovych kyselin (DNA nebo RNA),
zejména v souvislosti s detekci patogent. Tato metoda
disponuje Sirokou Skalou moznych aplikaci, véetné testo-
vani in vitro v mistech péce o pacienty (tzv. point-of-care
testing), genetického testovani v prostiedi s nedostatkem
zdroju (naptiklad v rozvojovych zemich) a rychlého testo-
vani potravinafskych vyrobkii a vzorkd Zivotniho prostie-
di'. Metoda LAMP nasla své vyuziti primarné v oblasti
klinické laboratorni praxe, kde je v soucasnosti bézné vyu-
zivana jako spolehlivda a robustni metoda pro detekci
a identifikaci mikrobialnich a virovych patogenti®. Na trhu
jsou k dispozici riizné komercné dostupné kity pro metodu
LAMP, designované pro detekci patogennich nebo podmi-
nénych patogennich bakterii, nejcastéji ze vzorkl krve.
Z $iroké nabidky kit je mozné zminit napf. kit Eazyplex®™
BloodScreen GP Assay (AmplexDiagnostic GmbH, DEU)’,
jenz je navrzeny pro detekci nasledujicich grampozitivnich
patogennich ¢i podminéné patogennich bakterii: Entero-
coccus faecalis, Enterococcus sp., Streptococcus pneumo-
niae, Streptococcus sp., vancomycin rezistentni enteroko-
ky (VRE) s geny vand a vanB. Dalii kit, Eazyplex” Blo-
odScreen GN Assay (AmplexDiagnostic GmbH, DEU)?, je
navrzeny pro detekci nasledujicich gramnegativnich pato-
gennich a podminéné patogennich bakterii: Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa/
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Pseudomonas fluorescens/Pseudomonas putida, bakterii
Celedi Enterobacteriaceae, a také pro detekci bakterii
s geny pro produkci B-laktamasy CTX-M-1 a B-laktamasy
CTX-M-9. Metoda LAMP za¢ind postupné nalézat uplat-
néni i v potravinai'ské laboratorni praxi. Prozatim je vyuzi-
véana spiSe na pldach védecko-vyzkumnych a akademic-
kych pracovist’ nez v komerénim sektoru. Z pragmatické
nutnosti je cileno nejcastéji na detekei patogenti zptisobuji-
cich alimentarni onemocnéni (jakymi jsou napt. Sal-
monella spp., E. coli O157:H7, Listeria monocytogenes)
ohrozujici verfejné zdravi, zpusobujici vaznad onemocnéni
az umrti pienaSena potravinami a vodou®. Vzhledem k
tomu, Ze se v potravinich tyto patogeny nenachédzeji ve
velkych mnoZstvich, jsou zapotfebi detekéni metody
schopné detekovat i jejich mensi mnozstvi’. Metody detek-
ce potravinovych patogenti zaloZzené na kultiva¢nich meto-
dach jsou &asové naroné a pracné®. PiestoZe je pouZiti
metody PCR (Polymerase Chain Reaction, polymerazové
fetézové reakce) pro detekci potravinovych patogent
v soucasnosti standardné rozsifené, metoda LAMP ji muze
pfi zvazeni nékterych aspekti vhodné nahradit’. Metoda
LAMP tedy ptedstavuje alternativni metodu vyznamné
urychlujici a zjednodusujici detekci alimentarnich patoge-
nd v praxi®. Na trh zagaly pronikat riizné komeréni kity pro
metodu LAMP navrzené pro detekci potravinovych pato-
genl. Napf. vybrané kity fady Loopamp Detection Kit
(Eiken Chemical Co., JPN)’ jsou vhodné pro detekci pato-
gennich bakterii a viri v potravinovych surovinach a vy-
robcich a cili na detekci nasledujicich bakterii a virt: Sal-
monella spp., verotoxin-produkujici E. coli (VTEC),
E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Campylobacter spp.,
norovirus, Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT), Flavo-
bacterium psychrophilum. Vyhodou kit pro metodu
LAMP je jejich snadna uzivatelskd aplikovatelnost. Kity
obsahuji veskeré reagencie potfebné pro uskutecnéni reak-
ce LAMP, kterd probihd v jedné zkumavce, za podminky
celkového Casu detekce bakterii nejdéle do 1 h, a to od
piipravy vzorku az po dokonceni amplifikace LAMP. Za
vyznamnou vyhodu metody LAMP se tedy povazuje tspo-
ra Gasu pro detekei bakterii za 15-60 min (cit.'®), a to pii
srovnani Casu jejich detekce s vyuzitim jinych molekularné
biologickych metod (napf. u metody PCR se doba detekce
pohybuje v rozmezi 60-120 min) nebo metod klasické
mikrobiologie (napf. u plotnové metody s vyuzitim selek-
tivnich médii se doba detekce pohybuje v rozmezi 2448
h). Pokud dojde k transferu metody LAMP z klinické ob-
lasti do oblasti potravinafstvi, vyznamné se rozsiti jeji pole
vyuzitelnosti. Nezbytnosti je vSak design novych pracov-
nich postupii/metod a jejich bezproblémova experimental-
ni realizace. Aplikace metody LAMP pro rychlou detekci
nezadoucich bakterii mtze byt perspektivni v riznych
oblastech potravinarského primyslu, avsak doposud je toto
uplatnéni malo probadané. Cilem této prace je ovéfit moz-
nost detekce grampozitivnich a gramnegativnich bakterii
se statutem zdravotné a technologicky nezadoucich bakte-
rii v tekuté sladké syrovatce, s vyuzitim molekularné bio-
logické metody LAMP za podminek in vitro v laboratofi.
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Experimentalni ¢ast
PouZité bakteridlni kmeny

K experimentim bylo pouZito celkem 12 bakte-
ridlnich kment, z nichz tfi predstavovaly zastupce gram-
pozitivnich bakterii (GP) (Enterococcus spp., Strepto-
coccus sp.) a9 pfedstavovalo zéastupce gramnegativnich
(GN) bakterii (E. coli, KIl. pneumoniae, Ps. aeruginosa).
Sbirkové kmeny (CCM) byly ziskany z Ceské sbirky mi-
kroorganismil (CCM, Ptirodovédecka fakulta Masarykovy
univerzity, Brno). Dal§i kmeny (LEV) byly izolovany
z prostiedi Ceské primyslové vyrobny syri a nasledné
identifikovany na uroven druhu metodou hmotnostni spek-
trometrie MALDI-TOF MS ve VUVeL v. v. i. (Brno).
Kmeny jsou umistény ve Sbirce mikroorganismii (Ustav
konzervace potravin, VSCHT v Praze). Specifikace pouZi-
tych kment jsou uvedeny v tab. .

Kultivace bakterialnich kment

Kmeny byly zaockovany (inokulum 1,0 0bj.%) do
sterilniho bujonu z mozkosrdcové infuze (Brain Heart
Infusion Broth, Merck KGaA, DEU) (déle jen bujon BHI)
(10 ml), a poté kultivovany za aerobnich podminek pfi
teploté 37 °C po dobu 24 h.

Tabulka I
Pouzité bakterialni kmeny

Plivodni a metodické prace

Stanoveni poctu bakterii

Pro stanoveni poctu bakterii byla pouzita plotnova
metoda''. Aerobni kultivace bakterii probihaly na agaru
BHI (inokulum 1,0 ml, pfeliv) pfi teploté¢ 37 °C po dobu
72 h. Narostlé kolonie byly spoc¢itany uZitim pocitace ko-
lonii Stuart SC-6 (P-LAB a.s., CZE).

Ptiprava rekonstituované sladké syrovatky

Rekonstituovand sladkd syrovatka byla pfipravena
smichanim susené demineralizované syrovatky (Mogador
s.r.0., CZE) (10,0 g) a destilované vody (90,0 g). Smés
byla homogenizovana v mixeru DI 25 Basic (IMLAB,
FRA), pasterovana v autoklavu PS 20A (Chirana Group,
CZE) pti teploté 98 °C po dobu 20 min (v rezimu proudici
pary).

Ptiprava vzorkl pro metodu LAMP

Testované kmeny byly aerobné kultivovany v bujonu
BHI (10 ml) (inokulum 1,0 0bj.%), pii teploté¢ 37 °C, do
dosazeni pozadované exponencialni faze jejich rustu. Ta
byla zjiStovana s vyuzitim laboratorniho spektrofotometru
ONDA VIS V-10 Plus (Giorgio Bormac, ITA). Konkrétné
byla méfena optickd hustota bunéénych suspenzi pfi
600 nm (ODgg) a jako limit pro dosaZeni exponencialni

Bakterialni kmen

Puvod kmene

Enterococcus faecalis
CCM 7247

Enterococcus faecium

CCM 2308

Streptococcus dysgalactiae
subsp. equisimilis CCM 4685
Escherichia coli

CCM 7395

Escherichia coli

LEV 682/17

Escherichia coli

LEV 687/17

Escherichia coli

LEV 1456/17

Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae CCM 8843
Klebsiella pneumoniae

LEV 700/17

Klebsiella pneumoniae

LEV 1009/17

Klebsiella pneumoniae

LEV 1022/17

Pseudomonas aeruginosa
CCM 7930

Potravinovy izolat: syr brynza (SVK)
Potravinovy izolat: syr (FRA)

Klinicky izolat: puchyft kize
(onemocnéni: epidermolysis bullosa)
Potravinovy izolat (neznamy ptivod)

Izolat ze solovny: kanal,

pulzotyp EC-Xba-14 (CZE)

1zolat ze solovny: sténa solné l1azné,

Sum (bilorGzovy), pulzotyp EC-Xba-7 (CZE)
Izolat ze solovny: solny roztok,

pulzotyp EC-Xba-19 (CZE)

Potravinovy izolat: mlékarenské vyrobky

z kravského mléka (neznamy pivod)

Izolat ze solovny: sténa solné l1azné,

Sum (rtizovy), pulzotyp KP-Xba-90 (CZE)
1zolat ze solovny: solny roztok,

pulzotyp KP-Xba-91 (CZE)

Izolat ze solovny: solny roztok

(CZE)

Izolat z lahve na vodu: mistnost pro zvirata
(USA)
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faze ristu bylo brano ptekroceni hodnoty 0,300.

Kmeny byly poté pipetovany (1,0 ml) do pasterované
syrovatky (9,0 ml). Alikvot kazdého vzorku syrovatky
(5 ul) ve ctytech paralelach byl pipetovan do Eppendorfo-
vych zkumavek s roztokem pro resuspendaci a lyzi bungk
(500 pl). Jednalo se o roztok RALF (AmplexDiagnostic
GmbH, DEU). Obsahy zkumavek byly zahtaty
v termobloku pro LAMP (Genie® HotBlock MiniT-30;
Hangzhou Allsheng Instruments CO., LTD, CHN) na tep-
lotu 99 °C s vydrzi 2 min. Smés byla nasledné odstfedéna
na laboratorni odstfedivce Mikro 200 R (Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, DEU) pii 1700 x g, po dobu 30s.
Alikvot (25 pl) supernatantii ve Ctyfech paralelach byl
pipetovan do mikrozkumavek (které byly spojeny do stri-
pu) kit pro LAMP. Byly pouzity kity: Eazyplex® Blood-
Screen GP Assay (dale jen Eazyplex® GP) a kit Eazyplex®
BloodScreen GN Assay (déle jen Eazyplex® GN) (oba:
AmplexDiagnostic GmbH, DEU) obsahujici lyofilizované
reagencie. Nasledovala vlastni analyza LAMP. Postup
ptipravy vzorkl byl navrZen a pilotné testovan pro pouZiti
s tekutou sladkou syrovatkou, a to na zéklad¢ individual-
nich konzultaci se specialistou firmy AmplexDiagnostics
GmbH (DEU).

Vlastni analyza LAMP — detekce bakterii
v syrovatce

Mikrozkumavky se vzorky (ve stripu) kitu Eazyplex®
GP/GN (viz c¢ast ,,Priprava vzorkli pro metodu LAMP*)
byly vloZeny do reakéniho termobloku pro LAMP (Genie®
II; AmplexDiagnostic GmbH, DEU), kde probihala vlastni
analyza — tj. amplifikacni reakce LAMP — pfi teploté 65 °C
po dobu 20 min s vyuzitim fluorimetrické detekce ampli-
kont v redlném case. Pfi experimentech bylo postupovano
podle navodi vyrobee reakéniho termobloku Genie® II.

Vyhodnoceni vysledkd analyzy LAMP

Metoda LAMP muZze poskytnout jak kvalitativni vy-
sledky (bakterie pfitomny +, bakterie nepfitomny-), tak
kvantitativni ~ vysledky ~ (napt.  KTJ-ml™',  resp.
v KTJI-LAMP reakce ). Prestoze poskytuje vysoce spoleh-
livé vysledky rychle a v profilu jednoduché experimentalni
realizovatelnosti, zivotaschopnost bakterii ur¢it nedokaze,
jelikoz je designovand na amplifikaci specifickych sekven-
ci nukleovych kyselin (DNA nebo RNA). V pfipad¢ pozi-
tivniho zachytu bakterii (tj. bakterie pfitomny +) bylo pro-
vedeno mikrobiologické kultiva¢ni stanoveni s vyuzitim
plotnové metody'', tzn., byla zjisténa Zivotaschopnost
sledovanych bakterii.

Specifita kitt Eazyplex® GP/GN pro metodu LAMP

Vlastni analyze LAMP, tj. detekci GP/GN bakterii
v syrovatce, predchazelo testovani specifity kit Eazy-
plex” GP/GN pro metodu LAMP, a to na tirovei deteko-
vaného bakteridlniho druhu. K tomu byly pouzity 24 h
staré bunky tii sbirkovych GP bakterii a tfi sbirkovych GN
bakterii. Bakterie byly pipetovany (1,0 ml) do pasterované
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syrovatky (9,0 ml) v exponencialni fazi jejich ristu (ODgg
vyssi nez 0,300). Vzorky byly pfipraveny dle postupu vyse
(viz ¢ast Priprava vzorkll pro metodu LAMP), a poté pro-
méfeny pro kazdy kit Eazyplex” GP/GN b&hem dvou sta-
noveni LAMP ve dvou paraleldch. Amplifikacni reakce
LAMP probihaly v reakénim termobloku Genie® II. Speci-
fita pro jednotlivé GP/GN bakterie byla potvrzena amplifi-
kaci specifického genu pro konkrétni bakterialni druh,
projevujici se vznikem amplikont, zaznamenanych soft-
warem piistroje Genie® II. Pramérné poéty bakterii dete-
kované kity pro GP/GN bakterie se pohybovaly v rozmezi
fada 10°-10° KTJ-ml .

Vysledky a diskuse
Specifita metody LAMP

V tabulce II jsou uvedeny vysledky testu specifity pro
metodu LAMP s vyuzitim kitu Eazyplex® GP pro detekci
tfi sbirkovych GP bakterii. V tabulce III jsou uvedeny
vysledky testu specifity pro metodu LAMP s vyuzitim kitu
Eazyplex” GN pro detekci tii sbirkovych GN bakterii.

Na zakladé vysledkd uvedenych v tab.II a III bylo
konstatovano, Ze specificky navrzené master mixy obsahu-
jici specifické primery, a také individualné navrzené po-
stupy pfiprav vzorkl pro analyzu LAMP, poskytly 100%
specifitu pro danou skupinu vysetfovanych GP a GN bak-
terii. Z analyz LAMP vyplynulo, Ze testované GP a GN
bakterie obsahovaly specifické geny, pro které byly navr-
zeny konkrétni specifické primery (obsazené v master
mixech). Stran GP bakterii se konkrétn¢ jednalo o geny
kédujici protein EF0027 pro regulaci transkripce u Ent.
faecalis', gen tufA pro Enterococcus sp.” a gen tuf pro
Streptococcus sp.*. Geny tuf koduji elonga¢ni faktor Tu,
ktery ptedstavuje protein vazajici nukleotid guanosintrifos-
fat (GTP), ktery hraje ustfedni roli pfi syntéze proteinil
u bakterii'. Stran GN bakterii se konkrétné jednalo o gen
yfiL  kodujici lipoproteinovy signalni peptid YfiL
u E. coli®, gen phoE kédujici fosfoporin PhoE lokalizova-
ny ve vné&jsi membrané u KI. pneumoniae'®, gen oprL ko-
dujici peptidoglykanovy prekurzor lipoproteinu OprL u Ps.
aeruginosa'’ a geny kodujici usek 16S rRNA u bakterii

w . . 1
eledi Enterobacteriaceae'®.

Aplikace metody LAMP pro detekci nezddoucich
bakterii v syrovatce

Z dvodu zjisténi vhodnosti metody LAMP pro apli-
kaci do mlékarenské laboratorni praxe, a také pro posouze-
ni vhodnosti komerénich kiti Eazyplex® GP/GN, byla
uskutecnéna evaluace této metody. Konkrétné byla prove-
dena detekce nezadoucich GP a GN bakterii v tekuté slad-
ké syrovatce. Vysledky experimenti jsou uvedeny
v tab. IV pro GP bakterie a také v tab. V pro GN bakterie.

Z vysledkt uvedenych v tab. IV je patrné, ze u vsech
tii GP bakterii (Ent. faecium, Ent. faecalis, Strep. dysga-
lactiae) doslo k jejich detekci v syrovatce ze 100 %, a to

s vyuzitim kitu Eazyplex® GP. Ztab.V vyplyva, Ze
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Test specifity pro metodu LAMP s vyuzitim kitu Eazyplex® BloodScreen GP Assay (AmplexDiagnostic GmbH, DEU) pro

detekci grampozitivnich bakterii (GP)

Analyty detekované kitem Eazyplex” GP

Bakterialni VRE VRE Enterococcus Enterococcus Streptococcus Streptococcus — Kontrola
kmen vanA vanB faecalis sp. pheumoniae sp. inhibice
reakce
Paralela stanoveni

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Ent. faecalis - - - - + + + + - - - - P P
CCM 7247
Ent. faecium - - - - - — + + - - - - P P
CCM 2308
Strep. dysgalactiae — — — — — - — — — _ _ + + P P
CCM 4685
Slepy pokus - - - - - - - - - - — — P P
(syrovatka)

+/—... pozitivni/negativni reakce, P... platna, VRE... vankomycin-rezistentni enterokoky, vanA a vanB... geny zodpovéd-

né za rezistenci enterokokd k vankomycinu

Tabulka IIT

Test specifity pro metodu LAMP s vyuzitim kitu Eazyplex® BloodScreen GN Assay (AmplexDiagnostic GmbH, DEU) pro

detekei gramnegativnich bakterii (GN)

Analyty detekované kitem Eazyplex” GN

Escherichia  Klebsiella  Ps. aeruginosa/ Enterobacteria- CTX-M-1 ~ CTX-M-9 Kontrola
Bakteridlni coli pneumoniae Ps. fluorescens/ ceae inhibice
kmen Ps. putida reakce
Paralela stanoveni
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
E. coli + + — - - — + + _ _ _ _ P P
CCM 7395
K. pneumoniae - - + + - - + + - - - - P P
CCM 8843
Ps. aeruginosa - - — - + + — - — — - - P P
CCM 7930
Slepy pokus - - - - - - - - - - - - P P
(syrovatka)

+ / —... pozitivni/negativni reakce, P... platna, CTX-M-1... bakterie s geny produkce B-laktamasy CTX-M-1, CTX-M-9...

bakterie s geny produkce p-laktamasy CTX-M-9

u vsech 9 GN bakterii (E. coli, Kl. pneumoniae, Ps. aeru-
ginosa) doslo k jejich detekci v syrovatce také ze 100 %,
a to s vyuzitim kitu Eazyplex® GN. Na zakladé téchto zjis-
téni Ize metodu LAMP a kity Eazyplex® GP/GN ozna&it za
slibné pro detekci vySe uvedenych bakterii v tekuté sladké
syrovatce. Tekutd sladka syrovétka byla pro aplikacni ex-
perimenty s vyuzitim metody LAMP zvolena zadmérné,
ato znéckolika divodd. Predev§im diky tomu, Ze $lo
o tekuté médium simulujici redlny potravinovy systém, na
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ktery se daly aplikovat kity Eazyplex” GP/GN originalné
navrzené pro vysetieni vzorkd tekuté lidské krve, v¢. zjis-
téni moznosti transferu metody LAMP z klinické labora-
torni praxe do mlékarenské laboratorni praxe. Dalsim di-
vodem byl fakt, ze tekuta sladkd syrovatka, jako hlavni
vedlejsi produkt pfi vyrobé sladkych (tj. syfidlem sraze-
nych) syri, byva ¢asto sekundarné kontaminovana nejriz-
néj$imi zdravotn€ nebezpeénymi a technologicky rizikovy-
mi bakteriemi, mezi které se fadi napt. enterokoky, strep-
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Tabulka IV

Plivodni a metodické prace

Detekce grampozitivnich bakterii (GP) v tekuté syrovétce s vyuzitim metody LAMP a kitu Eazyplex® BloodScreen GP

Assay (AmplexDiagnostic GmbH, DEU)

Bakterialni Analyty detekovatelné kitem Eazyplex® GP
kmen VRE VRE Enterococcus Enterococcus Streptococcus Streptococcus ~ Kontrola
vanA vanB faecalis sp. pneumoniae sp. inhibice
reakce
Paralela stanoveni

123 41234123 4 123 4123412341234
Ent. feacalis - - - = = - — -+ 4+ + + ++ 4+ + - - - - - - - —PPPP
CCM 7247
Ent. faecium - - - - =-"------ -++ 4+ + - - - - - - - -PPPP
CCM 2328
Strep. dysgalac- - - - - - - - - - - - - - — - - — — — — + + + + P P P P
tiae CCM 4685
Slepy pokus - - - - = - - - - - - - - - - - - - - - - - - -PPPFP
(syrovatka)

+/ —... pozitivni/negativni reakce, P... platna, VRE... vankomycin-rezistentni enterokoky, vanA a vanB... geny rezistence

enterokokll k vankomycinu

tokoky, pseudomonady, klebsiely, bakterie E. coli a jiné
bakterie Celedi Enterobacteriaceae. Pro nekteré zpusoby
vyuziti syrovatky vyZzadujici vysokou mikrobiologickou
kvalitu (napf. pro vyrobu potravin/napoji na bazi syrovat-
ky, biotechnologické zpracovani) je zapotiebi mikrobiolo-
gicky co nejkvalitnéjsi syrovatka, prosta podminéné pato-
gennich bakterii a bakterii zpisobujicich kaZeni. Pfi pouZzi-
ti tekuté sladké syrovatky bylo zjisténo a v pozitivnim
néhledu na experimentalné feSenou problematiku konstato-
vano, ze dil¢i slozky syrovatky (tj. mlécny tuk, laktosa,
bilkoviny a mineralni latky) negativné neovliviiovaly reak-
ci LAMP, a Ze bylo prakticky mozné syrovatku pouZzivat
bez nutnosti ji dale upravovat (fedit). Tekuta sladka syro-
vatka byla pro zkoumani vybrana také z divodu originality
uskute¢novanych pilotnich experimentti, které v tomto
provedeni nebyly doposud realizovany. V budoucnu by
bylo mozné na tuto problematiku navazat dalSimi experi-
menty, a to napf. testovanim jinych kit (komeréné do-
stupnych ¢i individualné navrzenych pro analyzu LAMP),
jinych testovanych nezadoucich bakterii, jinych vhodnych
potravinovych matrici, a to vSe pii zohlednéni financni
narocnosti experimentd LAMP.

Zavér

Z vysledki aplikace metody LAMP pii detekci
12 nezaddoucich bakterii v redlné potravinové matrici
(tekuté sladké syrovatce) vyplynuly nasledujici zavéry.
U vSech tfi grampozitivnich bakterii (Ent. faecium, Ent.
faecalis, Strep. dysgalactiae) doslo k jejich detekei v syro-
vétce ze 100 %, a to pii vyuziti kitu Eazyplex® GP navrze-
ného pro grampozitivni bakterie. U vSech 9 gram-
negativnich bakterii (E. coli, KI. pneumoniae, Ps. aeru-
ginosa) doslo k jejich detekci v syrovatce také ze 100 %,
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ato pii vyuziti kitu Eazyplex® GN uréeného pro gramne-
gativni bakterie. Na zéklad€¢ uskuteCnénych experimentd
bylo konstatovano, ze metoda LAMP piedstavuje rychlou
moderni molekularné biologickou metodu, ktera poskytuje
prikazné a jednoznac¢né vysledky pti detekci zdravotné
a technologicky nezadoucich bakterii v tekutych potravi-
novych matricich, jako je napt. tekuta sladka syrovatka.

Vysledky z analyz LAMP ziskané v ramci této prace
prispély k zhodnoceni potencialu této metody a potvrzeni,
ze jeji transfer z klinické laboratorni praxe do mlékarenské
laboratorni praxe je mozny. Moznosti a omezeni aplikace
metody LAMP odpovidaji moZnostem a omezenim meto-
dy PCR. Ob¢ tyto metody maji podobna omezeni, z nichz
se da vyzdvihnout spole¢na naro¢nost navrhovani vhod-
nych primert. Pfestoze existuji on-line softwary, které
s navrhy primerti mohou pomoci, ne vzdy je mozné se na
né spolehnout. Pro reakci LAMP je zapotfebi navrhnout
4 az 6 primert, které cili na 6 az 8 oblasti, které musi byt
dostatecné konzervativni a specifické, aby nedochazelo
k falesné pozitivnim vysledkim. Pro reakci PCR staci
navrhnout pouze 2 primery, které cili vétSinou na jednu
konzervativni oblast. Metoda LAMP je oproti metodé PCR
lehlivejsi.

Navzdory vyhodam molekularné biologickych metod
se da predikovat, ze tyto metody nemohou v blizkém bu-
doucnu klasické mikrobiologické kultivaéni metody zcela
nahradit.

Tato prdace byla financné podporena Ministerstvem
zemédelstvi, Narodni agenturou pro zemédélsky vyzkum,
projektem ¢. QKI1710156 (02/2017—12/2021, MZE/QK)
v programu "ZEME" (2017-2025), a také diky institucio-
nalni podpore dlouhodobého koncepcniho rozvoje vyzkum-
né organizace dle rozhodnuti ¢. MZE-RO1421. Autori by
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Tabulka V
Detekce gramnegativnich bakterii (GN) v tekuté syrovétce s vyuzitim metody LAMP a kitu Eazyplex® BloodScreen GN
Assay (AmplexDiagnostic GmbH, DEU)

Plivodni a metodické prace

Bakterialni Analyty detekovatelné kitem Eazyplex® GN
kmen Escherichia  Klebsiella Ps. aeruginosa/ Enterobacte- CTX-M-1 CTX-M-9 Kontrola
coli pneumoniae Ps. fluorescens/  riaceae inhibice
Ps. putida reakce
Paralela stanoveni

1 2341234123 4 12341234123 41273 4
E. coli + + - - - - - - - - ++++ - - - - - - - - PPPFP
CCM 7395
E. coli + 4+ ++ - - - - - - - - ++++ - - - - - - - - PPPP
LEV 682/17
E. coli + + ++ - - - - - - - - +++ 4+ - - - - - - - —PPPP
LEV 687/17
E. coli + 4+ ++ - - - - - - - - ++++ - - - - - - - —PPPP
LEV 1456/17
Kl pneumoniae - - - - + + + + - - - - 4+ + + + - - - - - - — — P P P P
CCM 8843
Kl pneumoniae - - - - + + + + - - - - 4+ + + + - - - - - - — — P PP P
LEV 700/17
Kl pneumoniae - - - - + + + + - - - - 4+ + + + - - - - - - - — P P P P
LEV 1009/17
Kl pneumoniae - - - - + + + + - - - - 4+ + + + - - - - - - — — P PP P
LEV 1022/17
Ps. aeruginosa - - - - - - - -+ 4+ 4+ + - - - - - - - - - - - _-—PPPYUP
CCM 7930
Slepy pokus - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - _-_-_-PPPTP
(syrovatka)

+ / —... pozitivni/negativni reakce, P... platnd, CTX-M-1...

bakterie s geny produkce p-laktamasy CTX-M-9

chteli podekovat Martine Tyleckové, Be. (Axon Lab spol.
sr.0., CZE) za zapiijceni reakcniho termobloku LAMP
a Dr. Larsi Wassillovi (AmplexDiagnostics GmbH, DEU)
za odborné konzultace k priprave vzorkii pro metodu
LAMP.
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The LAMP method (Loop-Mediated Isothermal Am-
plification) is a molecular biological method for the ampli-
fication of specific DNA and RNA sequences suitable for
the detection of various pathogenic, semi-pathogenic and
technological undesirable microorganisms. The aim of the
work is using the LAMP method for the option verification
of detection of health and technologically undesirable bac-
teria in liquid sweet whey under laboratory conditions.
Experiments were carried out with 12 bacterial strains,
including three representatives of Gram-positive bacteria
(Enterococcus spp., Streptococcus sp.) and 9 representa-
tives of Gram-negative bacteria (E. coli, Kl. pneumoniae,
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Ps. aeruginosa). The Eazyplex® BloodScreen GP/GN As-
say kits (AmplexDiagnostic GmbH, Germany), designed
for Gram-positive (GP) and Gram-negative (GN) bacteria
and commonly used in clinical laboratory practice, were
used for the LAMP experiments. Based on the obtained
results it was concluded that the LAMP method was suita-
ble for the detection of tested bacteria at the level of the
species in liquid sweet whey. The results of this work can
be used in the application of the LAMP method in dairy
laboratory practice, in the targeted assurance of health
safety and quality of food raw materials and products,
especially liquids.
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