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Anotace:

Tato diplomova prace je zaméfena na metodu FISH a jeji vyuziti pii detekci potravinaiskych
patogent. V prvni ¢asti se pojednava o zakladnich modifikacich této metody a déle pak
0 konkrétnich postupech vyuzitych pii detekci patogenii. Experimentalni ¢ast poté popisuje

zavedeni FISH pro detekci Listeria monocytogenes a Salmonella spp..
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This thesis is focused on the FISH method and its using for the detection of food pathogens.
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UVOD

Patogenni mikroorganismy se vyskytuji v celém spektru potravin a mohou zptsobovat
zavazna onemocnéni, ktera ve svém nejhor$im ptipadé vedou az ke smrti. Z tohoto dtvodu je
tteba jejich vCasna identifikace nejen u pacienta, ale i ureni zdroje ndkazy, aby bylo mozno
zamezit dalSimu Sifeni. Nejb&znéjsim zplsobem detekce bakterii jsou predevsim
standardizované klasické kultivacni metody, které jsou ovSem casové narocné. Tato Casova
prodleva mtize vést k rozsifeni infekce. Dal§im tskalim mtize byt nekultivovatelnost bakterii
kvilli jejich vysokym narokéim &i pro vliv potravinové matrice. Resenim t&chto problémii je
vyuziti rychlych diagnostickych metod. Jedna se pfedevsim o polymerazovou fetézovou reakei,

imunochemické metody ¢i fluorescencni in situ hybridizaci.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace je specificka molekularné diagnosticka metoda vyuzivajici
fluorescen¢né znacené sondy, které se hybridizuji na cilovou genetickou informaci. Je schopna
detekovat bakterie a poskytnou vysledky v fadu hodin. Proto se tato prace zamétuje na zavedeni
a optimalizaci fluorescen¢ni in situ hybridizace pro detekci Listeria monocytogenes

a Salmonella spp. pro jejich vyznamnost coby potravinaiskych patogennich mikroorganismd.
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1 TEORETICKA CAST

1.1  Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je metodou molekularni biologie ktera je zalozena
na navazani fluoroforem znacené sondy na vybrany geneticky material bufiky. Mize slouzit
k vizualizaci specifickych usektt DNA, celych chromozomu, ¢i k identifikaci mikroorganismd.
Jedna se o rychlou metodu, ktera je schopna hybridizovat burniku bez poskozeni jeji morfologie
(Dias et al., 2018; Ktizkova et al., 2003; Moter and Gobel, 2000).

Pro mikrobiologické ucely je vyhodou metody schopnost identifikovat mikroorganismy,
které jsou naro¢né na kultivaci. Dalsim kladem je, ze sondy mohou byt znaceny fluorofory
oruzné emisni vinové délce, coz pfindSi moznosti k simultdlni detekci nékolika
mikroorganisma v jednom kroku (Dias et al., 2018; Moter and Gobel, 2000; Schweicker et al.,
2004).

1.1.1 Historie fluorescencni in situ hybridizace

Zacatky in situ hybridizace (ISH) se datuji k roku 1960, kdy byly vyvinuty sondy zna¢ené
radioizotopy. Zpocatku byly sondy vyuzivany kvizualizaci DNA v cytologii
(Gall and Pardue, 1969). Toto znaceni v sobé nese mnoho nedostatkti. Jednim z téchto tskali
je postupny rozpad radionuklidli coZ zplisobuje nestabilitu specificity sondy a je také potieba
se sondami zachazet dle piisnych bezpecnostnich podminek (Levsky and Singer, 2003). Dalsim
problémem je dlouhd doba expozice a potieba dalSich vizualiza¢nich kroki, které prodluzuji

dobu analyzy (Dias et al., 2018; Moter and Gobel, 2000).

Velkym pokrokem ve FISH analyze byl rozvoj fluoroforem nebo fluorochromem znacenych
sond, které vyvinuli Bauman et al. (1980). V této studii byla RNA znacena na 3’konci
fluoroforem nebo fluorochromem a byla pouzita pro detekci specifického useku DNA. Toto
znaceni pomoci fluorofora nebo fluorochromu otevielo moznosti pro bezpecné a snadné pouziti

in situ hybridizace (Levsky and Singer, 2003).

Pokrok pti vyvoji FISH také pfineslo zavedeni piimého znaceni sondy. Diive byly sondy
znaceny nepiimo, coz mélo vliv na jejich specificitu a silu signalu (Levsky and Singer, 2003).

Postupem casu byly zavedeny dalsi modifikace, které pfinasely zlepSeni signalu jednotlivych
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sond, naptiklad pro mikroorganismy s nizkym poctem ribosomui, nebo umoznily zkraceni doby
analyzy (Raap, 1998; Wagner and Haider, 2012).

1.1.2 Obecny postup fluorescencni in situ hybridizace

Cilova mista fluorescencni in situ hybridizace se 1i$i na zaklad¢ ucelu pouziti metody napf.
pro identifikaci chromozomalnich poruch se hybridizace provadi na specifické DNA sekvence.
Tyto signdly by ovSem byly pro mikrobiologické pouziti nedostacujici. Z tohoto ditvodu se pro
prokaryotické¢ buiiky vyuziva hybridizace na ribosomalni RNA. Cilova sekvence byva
nejcastéji na 16S rRNA. V nékterych piipadech lze jako cilové misto pouzit 23S rRNA,
18S RNA a v posledni dob¢ i tmRNA a mRNA. Tyto sekvence byvaji velice variabilni diky
¢emuz muzeme nalézt usek pro rozliSeni piibuznych druhd nebo pro identifikaci celé domény

(Levsky and Singer, 2003; Moter and Gdbel, 2000; Pernthaler et al. 2001; Rohde et al., 2015).

Fluorescen¢ni in situ hybridizace pouziva fluoroforem znacené sondy, které specificky
hybridizuji ke komplementarnimu useku genetického materialu v bunice. Obecné kroky
spole¢né pro vSechny modifikace jsou nasledujici: fixace a denaturace bunék, hybridizace

sondy, odstranéni nespecifickych signalii a detekce s vyhodnocenim signalu.

1.1.2.1 Fixace a denaturace

Fixace je jednim ze stézejnich krokd FISH. SlouZzi ke zlepSeni permeabilizace bunééné
membrany pro lepsi prinik sondy, zarovenl musi chranit RNA pted degrada¢nimi procesy
RNAz. Fixaci lze provést teplem nebo pomoci fixaénich roztokd. Jako fixa¢ni ¢inidla se
pouzivaji bud’ srazeci latky jako je ethanol a methanol, nebo zesit'ujici latky jako formaldehyd.
Tyto fixaéni roztoky musi byt nasledné vymyty pro spravné provedeni hybridizace.
Optimalizace fixa¢nich postupt je znac¢né slozita, protoze zavisi na druhu organismu a matrice.
Ptikladem rozdilnosti naroki na fixaci lze uvést postup pro grampozitivni a gramnegativni
mikroorganismy. Pro gramnegativni bakterie je dostacujici fixace 2-4% (V/V)
paraformaldehydem ¢i formaldehydem. Tento roztok ovsem nemusi byt pro grampozitivni
mikroorganismy dostacujici, nebot’ ve své bunétné sténé obsahuji vice peptidoglykanu. Proto
se pro jejich fixaci vyuziva 50% (V/V) ethanol, enzymy, rozpoustédla nebo lze vyuzit zvySené
teploty. Dalsim feSenim problematiky fixace grampozitivnich mikroorganismti mize byt
pouziti peptidovych nukleovych kyselin coby sond (PNA sond) (Moter and Gobel, 2000; Rocha
et al., 2018; Schwecket et al., 2004; Silhova, 2016).
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1.1.2.2 Hybridizace sondy

Hybridizace je krok, pii kterém se sonda specificky navdze na komplementarni usek rRNA
uvniti buiiky. Mlize probihat v suspenzi nebo na sklicku s epoxidovou maskou v zavislosti na
ucelu FISH, druhu sondy nebo matrice. Zakladem je hybridizacni pufr s obsahem znacenych
sond, kterym se prekryva vzorek, v piipadé pouziti sklicka, nebo se vzorek suspenduje
v hybridizaénim pufru se sondami. Pro kazdy pokus se provadi negativni kontrola, kterou
se zjistuje autofluorescence vzorku. Rozpéti teplot pti hybridizaci byva od 37 °C az po 60 °C.
Variabilita hybridizace je dana i délkou doby hybridizace, kdy se doba pohybuje od 30 minut
az po nékolik hodin. Veskeré tyto hybridizacni postupy se provadi v tmavé vlhkostni komtrce

(Almeida et al., 2010; Moter and Gobel, 2000; Price, 1993).

1.1.2.3 Odstranéni nespecifickych signala

Nespecificky navazané sondy ¢i nenavazané sondy, které se ve vzorku po hybridizaci
vyskytuji, by pfi vizualizaci poskytovaly faleSné pozitivni signal. Z tohoto divodu se provadi
promyvani promyvacim pufrem. Vhodny promyvaci pufr ¢i doba promyvani jsou schopny

snizit Sum okoli a zlepsit kontrast signalu (Levsky and Singer, 2003; Moter and Gobel, 2000).

1.1.2.4 Vyhodnoceni signalu

Pii vyhodnoceni signalu miZze byt vyuZito rtiznych detekénich technik. Pravdépodobné
nejcastéji pouzivanou je epifluorescenéni mikroskopie. Epifluorescenéni mikroskop je bézny
opticky mikroskop opatieny vhodnymi tzkopasmovymi filtry. Prvni propousti pouze svétlo
vhodné excitacni vlnové délky pro urcenou sondu. Druhy filtr propousti emisni zafeni
produkované fluorescencnim barvivem. Mikroskop je opatfen kamerou, kterd umoziuje
digitalizaci obrazu a nasledné¢ moznost manipulace s timto obrazem. To je vyhodné pfi snimani
vzorkd, u kterych se da ocekéavat nizka intenzita signilu. Tento systém je vhodny jak pro
studium morfologie burky, tak i ke kvantifikaci mikroorganismu (Alberts et al., 1998; Moter
and Gobel, 2000).

Dalsim detekénim systémem mize byt pritokova cytometrie. Jeji kombinace s FISH byla
pouzita jiz na pocatku devadesatych let 20. stoleti. Hlavni vyhodou tohoto systému je moZnost
automatizace a schopnost analyzovat velké objemy kapalnych vzorkd bez lidského zasahu.

Poskytuje piedev§im informace o poctu bunék a o intenzité fluorescence. Nevyhodou ov§em
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zustavaji vyssi naklady oproti klasickému fluorescenénimu mikroskopu (Moter and Gobel,

2000; Rohde et al., 2015).

Modifikaci fluorescen¢niho mikroskopu je vyuziti konfokalniho laserového skenovaciho
mikroskopu (CLSM). V tomto uspofadani je zdroj svétla mikroskopu nahrazen laserem. Tento
laserovy mikroskop je Schopen vytvofit trojrozmérny obraz objektu, ale pro vytvoreni obrazu

potiebuje vyssi intenzitu signalu (Lo Piccolo, 2010; Moter and Gébel, 2000).

1.1.3 Znaceni sond a pouzivané fluorofory

Pti znaceni sond se rozlisuji dva zékladni druhy, pfimé a neptimé.

P#imé znaceni je nejrychlej$i a nejlevnéjsi variantou, protoze nevyzaduje zadné dalsi
detekéni kroky. Fluorofor je navazan ptimo na 5'konec oligonukleotidové sondy. Ptipadné
muze byt navazan i na 3 'konec pro zvyseni intenzity signalu. Znaceni muze byt provadéno,
kromé¢ fluoroford, také radionuklidy ¢i enzymy. Nejcasteji pouzivanymi barvivy jsou derivaty
fluoresceinu (napi. fluorescein isothiokyanat- FITC), derivaty rhodaminu (texaska Cerven)
a cyaninova barviva (Cy3, Cy5). Tato a dalsi pouZzivana barviva uvadi Tabulka 1 (Moter and
Gobel, 2000).

Pfi nepfimém znaceni je na sond€ navazan biotin ¢i hapten. Tato sonda hybridizuje s cilovou
sekvenci a poté je smés inkubovana s protilatkou znacenou fluoroforem. | zde se pouzivaji
barviva jako Cy3 ¢i FITC nebo mize byt pouzit enzym. Ptikladem enzymatického znaceni je
zesileni signalu tyramidem (TSA), které vyuziva pro znafeni sondy kienovou peroxiddzu

(HRP). Vyhodou nepiimého znaceni miize byt schopnost poskytnout silngjsi signal (Moter and
Gobel, 2000).
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Tabulka 1 Fluorofory pouzivané pii FISH pro detekci mikroorganismt (upraveno podle Moter
and Gobel, 2000)

Barva

Fluorochrom Vinova délka fluorescence

Excita¢ni (nm) Emisni (nm)
7-amino-4-methylkumarin-3-octova kyselina
(AMCA) 651 450 Modra
Fluorescein-isothiokyanat (FITC) 492 528 Zelena
5-(-6-)karboxyfluorescein-N- 488 520 Zelena
hydroxysukcid-ester (FluoX™)
Tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat (TRITC) 557 576 Cervena
Texaska Cerven 578 600 Cervena
Cy3 550 570 OranzZova/Cervena
Cyb 651 674 infraervend

1.1.4 Modifikace fluorescenéni in situ hybridizace

Na rozdil od kultiva¢nich metod, metoda FISH poskytuje piesné vysledky béhem kratké
doby. Avsak i ptes tyto specifické a rychlé vysledky je zakladni metoda a jeji protokol omezen
mnoha uskalimi. Problémem muze byt vysoky pomér Sumu vici signdlu, ¢i nedostatené
mnozstvi fluoroforti o rizné emisni vinové délce. Pro odstranéni téchto nedostatkti byva FISH
casto modifikovéana diky ¢emuz Ize dosahnout lepsich vysledkt a zvysit pocet mikroorganismi

detekovatelnych v jednom kroku. Nékteré z téchto modifikaci jsou uvedeny nize.

1.1.4.1 CARD-FISH

Tato modifikace vyuziva zesileni signalu tyraminem (Tyramide Amplification: TSA), kdy
je sonda oznacena kienovou peroxidazou (Catalyzed Reported Deposition-Fluorescence in situ
Hybridization: CARD-FISH). V prvnim kroku je na rRNA hybridizovana sonda s navazanou
molekulou kifenové peroxiddzy. Druhym krokem se na HRP navaze tyramin znaCeny
fluoroforem. Diky tomuto postupu miize byt navazano vétsi mnozstvi znacenych molekul, ¢imz
dojde k vyraznému zvyseni citlivosti (Moter and Gobel, 2000; Pernthaler et al., 2002; Wagner
and Haider, 2012). CARD-FISH muze byt dale spojena s dalsimi technikami ¢i zpisoby
barveni, jako dvojit¢ znaCena sonda (DOPE-FISH), mikroautoradiagrafie nebo Ramanova
mikrospektrometrie (Wagner and Haider, 2012). Tato technika je pouzivana pii studiu genové
exprese, v diagnostice mikrobialnich infekci a v prenatalni ¢i nadorové diagnostice (Pernthaler
etal., 2002).
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1.1.4.2 DOPE-FISH

V této technice se pii fluorescencni in situ hybridizaci vyuzivaji dvojit¢ znacené sondy
(Double Labeling of Oligonucleotide Probes-Fluorescence in situ Hybridization: DOPE-FISH).
Pfi této metodé€ jsou na sondu navazany dva fluorofory na 5" i 3" konci. Diky tomu Ize snadno
zvysit signal sond za zachovani puvodnich hybridiza¢nich podminek. Pouzité fluorofory mohou
mit stejné emisni vilnové délky, nebo mohou byt odlisné. V piipad¢ pouziti fluorochromu
0 rozdilné¢ emisni vinové délce poskytuji smiSeny signal, ktery umoziuje vyS$i pocet
detekovatelnych populaci, nebot’ pfi klasickém znaceni je obtizné detekovat ve smési vice nez
tii rody. Pfikladem vyuziti DOPE-FISH muze byt prace Kolektivu autortt Behnam et al. (2012).
V tomto vyzkumu autofi vyuzili kombinaci tfi fluorofort (Cy3, CyS5 a Fluor) pro znaceni Sesti
mikrobialnich kultur. (Behnam, 2012; Wagner and Haider, 2012). Vysledky ukazuje Obrazek

1. Na obrazku jsou uvedeny pouze tii kmeny pro lepsi prehlednost. Dalsimi kmeny pouzitymi

Vv praci byly Nitrospira, Chloroflexi a Deltaproteobacteria.

Obrazek 1 Hybridizované bunky Poribacteria, Gammaproteobacteria a Archaea v zorném
poli epifluorescencéniho mikroskopu; celkové zvétseni 400x (upraveno dle Behnam et al.,
2012)

Poribacteria (zluta- sonda Por1130), Gammaproteobacteria (¢ervena- sonda Gam42a), Archaea (modra- sonda

Arch915), velké zelené plochy jsou autofluorescence
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1.1.4.3 CLASI-FISH

Kompetitivni modifikaci fluorescen¢ni in situ hybridizace je kombinatorické znaceni se
spektralnim zobrazenim (Combinatoral Labeling and Spectral Paging-Fluorescence in situ
Hybridization: CLASI-FISH). V tomto pfipad¢ se vyuzivaji sondy o stejné genové sekvenci,
které jsou znaceny riznymi fluorofory. Tyto sondy v nasledném hybridiza¢nim kroku soutézi
o vazebné misto. Pfi vyuziti deseti fluoroforti jsme schopni pii binarni kompetici zaznamenat
45 kombinaci a pfi ternalni dokonce 120. Po hybridizaci je vzorek analyzovan fluorescencnim
mikroskopem, ktery oddéli fluorescence jednotlivych fluoroforti. Kompetice sond ovSem

zpusobuje rozdé€leni intenzity signalu mezi jednotlivé sondy (Wagner and Haider, 2012).

1.1.4.4 PNA-FISH

Jednou z nejnovéjsich modifikaci FISH je vyuziti sond tvofenych peptidovymi nukleovymi
kyselinami (PNA-FISH). Tyto molekuly napodobuji DNA a misto zaporné cukr-fosfatové
patefe maji neutralni N-(2-aminoethyl) glycin. Jejich neutralni povaha jim dava lepsi afinitu
k cilovému mistu a jsou robustnéjsi a rychlejsi (Almeida et al., 2013). Pro svou rychlou afinitu
mohou byt PNA sondy oproti klasickym zkraceny a hybridizace miiZze probihat za vysSich teplot
a nizsich koncentraci soli. Jejich dalsi vyhodou je schopnost hybridizovat s buiikami, které
nejsou béznymi DNA sondami detekovatelné a vyssi specificita (Dias et al., 2018; Perry-
O’Keefe et al. 2001). Vyuziti PNA sond je nanejvyse vyhodné pii hybridizaci grampozitivnich
bakterii. Pti pouziti klasickych DNA sond je nutné do protokolu zafadit, pfed samotnou
hybridizaci, enzymatické natraveni bunééné membrany pro jeji permeabilizaci. Tento krok je
ovSem mozno vynechat pii vyuzi PNA sond, které maji lepsi afinitu a jsou kratsi, diky cemuz

pronikaji snadnéji k cilovému mistu (Perry-O’Keefe et al. 2001).

1.1.4.5 LNA-FISH

V této modifikaci se vyuzivaji derivaty uzavienych nukleovych kyselin (Locked Nucleic
Acids Fluorescence in situ Hybridization: LNA-FISH). Jedna se o analogy RNA, ve kterych je
ribdza uzamcena methylenovou vazbou mezi 2 kyslikem a 4 'uhlikem. Rozdily mezi strukturou
LNA s vazbou 02’-C4" a RNA ¢i DNA ukazuje Obrazek 2 (Dias et al., 2018). LNA jsou
vyuzivany i v oblastech mimo FISH naptiklad pii genotypizaci alipoproteini (Silahtaroglu et
al., 2004).
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Obrazek 2 Struktura LNA, RNA a DNA (Silahtaroglu et al., 2004)

1.1.4.6 RING-FISH

Dalsim zpusobem zvySeni citlivosti detekce je wvyuziti vysoké koncentrace
polynukleotidovych sond (Recognition of Individual Genes-Fluorescence in situ Hybridization:
RING-FISH). Tyto sondy jsou tvofeny az nékolika stovkami bazi a jsou mnohonasobné
znacené bud’ fluorofory ¢i biotinem nebo digoxigeninem. Jsou tvofeny predevsim ssRNA ¢i
dsDNA. Sondy jsou schopny tvofit sekundarni vétvené, intra i extra celularni struktury.
Extracelularni struktury nakonec vytvaii zesiténi okolo bunky (viz Obrazek 3). Vysledny obraz
se projevuje charakteristickym halo-efektem (Dias et al., 2018; Zwirglmaier, 2005). RING-
FISH je vhodna piedevsim pro urceni skupiny mikroorganismi. Déle jsou nanejvys vhodné ke
znaceni nukleovych kyselin o nizkém poctu kopii, nebo k detekci plasmidt ¢i chromosomu

(Zwirglmaier, 2005).
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Obrazek 3 Schématické znazornéni RING-FISH (upraveno podle Zwirglmaier, 2005)

(a) Sekundarni struktura polynukleotidové sondy, (b) schématické znadzornéni sekundarni struktury, (c) denaturace
sond vede K jejich linearizaci, (d) béhem hybridizace dochazi k intra a extracelularni renaturalizaci sond a jejich
zesiténi. Tato sit’ je zakotvena na cilové misto uvniti butiky, (e) kvili omezené permeabilité buiiky je sit’ sond
umisténa hlavng extracelularn€. To vede k vytvoreni halo-efektu. Specifi¢nost sond je dana intracelularni kotvou,

() epifluorescenéni mikrograf RING-FISH

115 Vyuziti metody FISH p¥i detekci potravinarskych patogenii

1.1.5.1 Detekce Campylobacter spp.

Ve své praci se Pitkdnen (2013) zabyval detekci Campylobacter spp. ve vodach.
Campylobacter jejuni (C. jejuni), Campylobacter lari (C. lari) a Campylobacter coli (C. coli)
jsou ¢astym puivodcem gastroenteritidy. Onemocnéni zptisobené timto rodem ma celosvétove
stoupajici trend (Kaakoush et al., 2015). Bézné se vyskytuji ve stfevnim traktu teplokrevnych
zvitat, pfedevs§im ptaki. Vehikulum infekce je nejcastéji dribez, maso nebo kontaminovana

voda (Lehtola et al., 2005; Pitkdnen, 2013). Konven¢nim zpisobem detekce zastupct rodu
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Campylobacter jsou kultiva¢ni metody s naslednou konfirmaci pomoci biochemickych testi
(Lehtola et al., 2005).

Ve své studii se Pitkdnen (2013) zaméfil na detekci Campylobacter spp. ve vodach pomoci
klasickych kultivaénich metod, PCR a FISH. FISH protokol autofi pievzali ze studie
Lehtola et al. (2005). Zde byla pouzita PNA sonda pro své lepsi vlastnosti oproti DNA sondam.
Jednotlivé druhy rodu Campylobacter jsou v oblasti 16S RNA velice podobné a proto je obtizné
naleznout specificky usek. Diky moznosti pouziti krats§i PNA sondy, ktera je o velikosti 15 bazi,
bylo mozné jednotlivé druhy detekovat. PNA sonda byla zna¢ena na 5’koncli
5-karboxytetramethylrhodaminem (TAMRA) (Lehtola et al., 2005).

Ze 24 hodinové bakterialni kultury byla vytvofena suspenze v PBS. Tato smés byla
aplikovana na sklicko a ponechana uschnout pti laboratorni teploté. Uschlé sklicko bylo
fixovano plamenem a nésledné¢ dehydratovano a fixovano 90% ethanolem (V/V) podobu
10 minut. Po oschnuti na vzduchu byla do jamek pipetovana smés hybridiza¢niho pufru a sondy
s koncentraci sondy 200 nM. Hybridizace probihala 90 minut pfi teploté 50 °C. Po hybridizaci
bylo provedeno promyvani v ptfedehiatém promyvacim pufru pfi 50 °C 30 minut. Nasledovalo
promyti sterilni destilovanou vodou a po oschnuti v temnu pfi laboratorni teploté bylo sklicko

pozorovano pod fluorescen¢nim mikroskopem (Lehtola et al., 2005).

Dalsim krokem bylo provedeni FISH ve vzorcich vody. V tomto ptipadé bylo 100 ml vody
filtrovano pies ¢ernou membranu s velikosti porti 0,2 um. Po filtraci byly buiiky na membrané
fixovany a hybridizovany jak je uvedeno vyse. Po promyti hybridiza¢niho pufru byla membrana
prenesena na podlozni sklo zakapana nefluoreskujicim imersnim olejem a pozorovana pod

fluorescenénim mikroskopem (Lehtola et al., 2005).

Vysledky v praci Pitkédnen (2013) ukazaly, ze kultivacni plotnové metody podhodnocuji
vysledky v porovnani s vysledky FISH. FISH je dale schopna detekovat buiiky, které by byly
béznymi plotnovymi metodami nekultivovatelné a vysledky poskytuje vyrazné diive (Lehtola

et al., 2005; Pitkdnen 2013).
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1.1.5.2 Detekce Listeria spp.

Ve studii Fuchizawa et al. (2008) se tym autorti zaméfil na detekei rodu Listeria spp.. Tento
rod je pivodcem zavaznych onemocnéni. Jedinym zastupcem Listeria spp. patogennim pro
¢lovéka je Listeria monocytogenes. Jedna se 0 velmi odolnou bakterii, ktera je schopna mnozit
se pti chladni¢kovych teplotach a pfezivat mrazeni, stejné tak i nizké hodnoty pH a vysoké
koncentrace soli. Rizikovymi skupinami jsou lidé s oslabenou imunitou, t¢hotné zeny, déti
a star$i osoby. Infekce se mohou projevovat od stfevnich problémi az po zavazné infekce

nervového systému (Vilimaa et al., 2015).

V praci Fuchizawa et al. (2008) byla navrzena sonda specificka pro rod Listeria spp. ktera
je cilena na 23S RNA, je znacena TAMRA a je schopna rozlisit pouze zivé buiiky. Tento fakt
je vyznamny pro vyuziti v potravinaistvi. V této praci byla suspenze bunék fixovana
99,5% ethanolem po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Poté byly buniky promyty sterilni
destilovanou vodou a znovu suspendovany ve sterilni destilované vodé. Z této suspenze bylo
aplikovano 10 pl do jamek na sklicko a nechdno zaschnout. Bunky byly ptekryty smési
hybridiza¢niho pufru a sondy, takto byly hybridizovany ve tmé ve vlhkostni komtrce pii 46 °C
30 minut. Po hybridizaci byly na 15 minut vloZeny do ptedehfatého promyvaciho pufru.
Nasledné byl promyvaci pufr oplachnut sterilni destilovanou vodou a sklicka se nechala

oschnout pfi laboratorni teploté (Fuchizawa et al., 2008).

Pro zjisténi specificity sondy byly pouzity rizné mikrobialni kmeny, jak grampozitivni, tak
gramnegativni. Diky tomu byly ziskany reprezentativni vysledky, které dokazuji specificnost
sondy. Problémem pfi optimalizaci byla koncentrace formamidu v hybridizacnim pufru. Pokud
koncentrace formamidu presahla 35 %, nedoslo k navazani sondy na bunky Listeria grayi.
Autofi v zavéru uvadéji jiné sondy schopné detekce Listeria spp., ale zaroven uvadi, Ze tyto

sondy mohou detekovat i mrtvé bunky (Fuchizawa et al., 2008).

Dalsim tymem, ktery se zaméfil na detekci L. monocytogenes, byl Rocha et al. (2019). Autofi
vyuzili PNA-FISH. Pro specifi¢téjsi hybridizaci byla pouzita bloka¢ni sonda, ktera zabraiuje
vazbé specifické sondy na nespecifické bakterie s podobnou cilovou sekvenci. Tato blokovaci
sonda je pouzita spolecné se specifickou sondou v hybridiza¢nim pufru, ale neni znacena
fluoroforem. Blokovaci sonda byla zvolena piedevSim pro vylouceni kiiZzové hybridizace

s jinymi druhy z rodu Listeria, zejména pak L. innocua (Rocha et al., 2019).

Hybridizacni postup byl nésledujici. Buiiky byly naneseny na sklicko a po zaschnuti bylo

sklicko postupné ponoteno do 4% paraformaldehydu a 50% ethanolu, vzdy na 10 minut. Po
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vyjmuti a oschnuti, byly jamky pievrstveny 20 ul hybridiza¢niho pufru, s obsahem specifické
sondy 200 nM a blokovaci sondy 400 nM, a piekryty krycim sklem. Hybridizace probihala ve
vlhkostni komurce 60 minut pti 60 °C. Poté bylo odstranéno kryci sklicko a podlozni sklicko
bylo ponofeno do promyvaciho pufru vytemperovaného na 60 °C a promyvano 30 minut pii
60 °C. Po vyjmuti bylo ponechéno oschnout na vzduchu. Pro lepsi vizualizaci byly buiiky dale
obarveny DAPI. Jamky byly zakapany 20 ul DAPI (0,1 mg/ml) inkubovany 10 minut v temnu.

Poté byla skli¢ka oplachnuta a osusena v temnu (Rocha et al., 2019).

Dalsim krokem pfi validaci metody bylo aplikovani protokolu na vzorky potravin. Pro snizeni
detekéniho limitu kolonie tvoficich jednotek (CFU), ktery obvykle byva 10° CFU/ml, bylo
pouzito pomnozovacich médii. Jako idealni kombinace bylo zvoleno dvoustupiiové pomnozeni
v Oxoid Novel obohacovacim bujonu pro listerie. Prvni pomnozeni bylo provedeno po dobu
18 hodin pii 37 °C a druhé 8 hodin pii 37 °C nasledované centrifugaci vzorku. Pokud byl
vynechéan krok centrifugace bylo prvni pomnozeni provedeno po dobu 24 hodin pii 37 °C
a druhé 18 hodin pii 37 °C. Vyslednou fluorescenci a pomnoZzeni zobrazuje Obrazek 4. Za

téchto podminek bylo mozné detekovat koncentraci i 1 CFU/25 g nebo ml (Rocha et al., 2019).

Al Bl

Obrazek 4 Bunky Listeria monocytogenes po hybridizaci se sondou LmPNA1253 v zorném

poli epifluorescen¢niho mikroskopu, celkové zvétSeni 400x (upraveno dle Rocha et al., 2019)

Al- vzorek odebrany ve druhém obohacovacim kroku po 8 hodinach (centrifugovany); B1- vzorek odebrany ve

druhém obohacovacim kroku po 18 hodinach (bez centrifugace)
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1.1.5.3 Rozliseni Staphylococcus aureus a koagulasa-negativnich stafylokoku
Staphylococcus aureus (S. aureus) je vyznamnym potravinaiskym patogenem. Stejné tak je
puvodcem sepsi a naslednych umrti pacientl. Proto je rychlé identifikace stézejni, pro zvoleni

spravné medikace a urychleni 1é¢by. Wang (2010) se zaméfil na detekci pomoci metody FISH.

Pro praci byly vybrany sondy s ozna¢enim STA a SAU. Sonda STA je znac¢ena fluorescein
isothiokianatem a je specificka pro cely rod Staphylococcus ssp.. Sonda SAU je znacena Cy3

fluorochromem a je specificka pro Staphylococcus aureus (Wang, 2010).

Hybridiza¢ni protokol byl prevzat z praci Kempf et al. (2000) a Jansen et al. (2000)
surcitymi modifikacemi. Bunky byly naneseny na sklicko a fixovany 4% roztokem
formaldehydu v 96% ethanolu (Jansen et al., 2000). Byla provedena permeabilizace buné¢né
stény pomoci lysozymu (1 mg/ml) po dobu 10 minut pii 30 °C a poté pomoci lysostaphynu
(60 mg/ml, rozpustény v 10 mM Tris o pH 8) po dobu 10 minut pii 30 °C. Po permeabilizaci
byla sklicka promyta a nasledné prekryta hybridizaénim pufrem obsahujicim sondu (10 ng/ml).
Po 90-ti minutové hybridizaci pti 50 °C byla skli¢ka promyta v promyvacim pufru 10 minut pii
50 °C. Skli¢ka byla poté pozorovana pod epifluorescen¢nim mikroskopem (Wang, 2010).

Pro ovéfeni specificity a citlivosti sond byla provedena hybridizace s referencnimy kmeny,
mezi kterymi bylo 13 zastupci rodu Staphylococcus véetné methicilin rezistentniho
Staphylococcus aureus (MRSA), Streptococcus spp., Enterococcus spp., Candida albicans
a Micrococcus luteus. Obé pouzité sondy hybridizovaly specificky bez kiizové vazby. Po
ziskani téchto vysledkt byly sondy pouzity pii analyze 200 klinickych vzorkd. Z tohoto
mnozstvi vzorkll nebyly identifikovany dva vzorky MRSA a dva vzorky methicilin senzitivni
Staphylococcus aureus (MSSA). Tyto absence signalu mohly byt zptisobeny drobnymi rozdily
vV bunécéné sténé, kdy nebyla sténa dostateCné permeabilizovdna enzymy. V zavéru autoii
zminuji, ze 1 pies tyto Ctyfi neidentifikované vzorky je specificita vysoka. Pro svou rychlost,
specifi¢nost a citlivost je metoda vhodna pro detekci rodu Staphylococcus v krevnich vzorcich
(Wang, 2010).

1.1.5.4 Detekce Salmonella spp.

V piipad¢ infekci rodem Salmonella je nejcastéjsi pficinou pienos z potravin, a proto je
jejich rychla detekce zasadni. Pti pouziti klasickych kultiva¢nich metod trva detekce 3-5 dni.
Tato Casova prodleva muze byt vaznym problémem pro potravinaiské vyrobky s rychlou

distribuci a naslednou konzumaci. Z tohoto divodu se skupina autord Fang et al. (2003)
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rozhodli navrhnout sondu pro detekci pomoci metody FISH a porovnat metodu FISH
s klasickymi metodami detekce (Fang et al., 2003).

Fixace bakterii byla provedena v 3,7% roztoku formaldehydu 1 hodinu pii 4 °C. Poté byla
suspenze centrifugovana a promyta PBS. Opét centrifugovana a resuspendovana ve smeési
PBS:ethanol (1:1). Dale bylo 10 ul suspenze naneseno na sklicko ponechano zaschnout
a fixovano plamenem. Protokol pro hybridizaci byl ptevzat z Bohnert et al. (2000). Fixovana
sklicka byla postupn¢ dehydratovana v 50%, 80% a 96% ethanolu, vzdy tfi minuty. Po
dehydrataci byla sklicka ptevrstvena smési hybridiza¢niho pufru a sondy. Inkubace probé&hla
pii 46 °C 1,5 hodiny ve vlhkostni komurce. Nenavazané sondy byly odstranény promytim
Vv promyvacim pufru pii 46 °C 20 minut a poté oplachnuty destilovanou vodou. Buniky byly
dobarveny DAPI (Fang et al., 2003).

V praci byly vyuzZity tfi sondy specifické pro Salmonella spp., dale pak eubakteralni sonda.
Pro urCeni specificity bylo pouZzito celkem 119 bakteridlnich kmentli. Z tohoto poctu bylo
59 zastupci S. enterica a jeden S. bongori. Dale bylo pouzito 46 jinych zastupct z ¢eledi
Enterobacteriaceae a 14 kment z daliich rodt. Zadna ze tii pouzitych specifickych sond
neposkytovala kiizovou hybridizaci, coz dokazuje 100 % specificitu. Problémy v hybridizaci
se vyskytly pouze u urCitych kmeni rodu Salmonella, kde nedoslo k hybridizaci
(Fang et al., 2003).

Dale byla v této praci provéfovana ucinnost metody FISH a pouZitych sond v piipadé
detekce z potravinovych matric. V této fazi byla pouzita pouze sonda Sal-1 a Eub 338. Pro
ovéfeni funk¢nosti metody bylo pouzZito 18 potravin. Tyto matrice byly kontaminovany
kmenem Salmonella Panama. Metoda FISH byla schopna identifikovat bakterii ve vSech
ptipadech. Mezi testovanymi potravinami byly potraviny Zivo¢isného plivodu jako vejce, maso
a masné vyrobky, mléko a mlé¢né vyrobky a lusténiny. Vysledky ukazuji, Ze matrice nema vliv

na vysledky FISH (Fang et al., 2003).

V zavéru skupina shrnuje vyhody FISH, jako je rychlost a pfesnost. Déle pak ekonomickou
stranku, kdy néklady na kultiva¢ni média jsou vyssi nez naklady spojené s FISH. Jako nevyhoda
je uvadén nedostateény pocet sond pro mnozstvi sérovart rodu Salmonella. Z tohoto divodu

neni metoda FISH vhodna pro epidemiologické ucely (Fang et al., 2003).

Dalsim tymem, ktery se zaméfil na detekci Salmonella spp. byl Almeida et al. (2010).
V jejich praci byla vyuzita metoda PNA-FISH (Almeida et al., 2010).
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Buiiky byly po naneseni na sklicko fixovany ve 4% paraformaldehydu a poté v 50% ethanolu
vzdy 10 minut. Poté byly osuseny na vzduchu. Do jamek bylo nasledné nakapano 20 pl
hybridizacniho pufru s obsahem sondy 200 nM a ptekryty krycim sklem. Hybridizace probihala
ve vlhkostni komtrce 30 minut pii 57 °C. Poté bylo kryci sklo sejmuto a podlozni sklicko bylo
vlozeno do vytemperovaného promyvaciho pufru na 30 minut pfi 57 °C. Po vyjmuti
z promyvaciho pufru bylo osuseno v temnu pfi laboratorni teploté. Buiiky byly nasledné

dobarveny DAPI (Almeida et al., 2010).

Druhym navrhnutym postupem byla hybridizace v suspenzi, kdy byly bunky pro fixaci
suspendovany ve 4% paraformaldehydu po dobu 1 hodiny. Poté byly centrifugovany
a resuspendovany v 50% ethanolu a inkubovany 30 minut pfi -20 °C. Po inkubaci byly promyty
sterilni destilovanou vodou a po centrifugaci resuspendovany v hybridiza¢nim pufru s obsahem
sondy 200 nM. Suspenze byla hybridizovana 30 minut pii 57 °C. Po hybridizaci byly bunky
centrifugovany a resuspendovany v promyvacim pufru. Tato smés byla inkubovéana 30 minut
pii 57 °C. Po promyti byly buiiky opét centrifugovany a resuspendovany v 500 pl sterilni
destilované vody. Tato suspenze byla nasledné piimo nanesena na skli¢ko. Jako v predeslém
postupu byly bunky dobarveny DAPI (Almeida et al., 2010).

Cilem prace bylo také aplikovani protokolu na vzorky. Jako vzorky byly vybrany détska
vyziva, krevni vzorky, stolice a voda. Vzorek détské vyzivy resuspendovany ve sterilni
destilované vodé¢ byl inokulovan S. enterica a pomnozen pii 37 °C 8 hodin. Nasledné byla
provedena hybridizace v suspenzi. U vzorki krve bylo provedeno pomnoZeni v trypton-
sojovém bujonu 24 hodin pii 37 °C a hybridizace byla provedena bud’ v suspenzi nebo na
sklicku. Vzorky stolice vepili byly odebrany piimo ze stieva a asepticky preneseny do
vzorkovaci nadoby. Nasledné¢ bylo provedeno neselektivni pomnozeni v pufrované peptonové
vodg, a i selektivni pomnozeni v Miiller-Kauffmann tetrathionatovém bujonu s novobiocinem
pii 37 °C 24 hodin a v Rappaport-Vassiliadis bujonu pro salmonely pii 42 °C 24 hodin. Poté
byla provedena hybridizace. Vzorky vody byly odebrany z fontany a provedlo se obohaceni
V pufrované peptonové vodé pii 37 °C ptes noc. Po pomnozeni bylo 100 ml vzorku zfiltrovano
a filtr byl umistén do pufrované peptonové vody a inkubovan pii 37 °C pies noc. Nasledné byla

provedena hybridizace (Almeida et al., 2010).

Ze vsech uvedenych experimentii vychazi, ze metoda PNA-FISH s navrhnutou sondou je

schopna tspésné detekovat Salmonella spp. za krat$i dobu nez bézné pouzivané kultivacni
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metody. Déle bylo také dokdzano, Zze diky obohacovacim krokiim je mozno stanovit

koncentraci 1 CFU/10 ml ¢i g (Almeida et al., 2010).

1.1.5.5Detekce Cronobacter spp.

Cronobacter sakazakii, diive nazyvany Enterobacter sakazakii, je oportunni patogen,
vyskytujici se bézné v zivotnim prostiedi. V pifipadé infekce dospélych osob se nejedna
0 zavazné onemocnéni. Kriticka je ovSem infekce novorozenct, u kterych dochazi kvuli infekci
k vysoké mortalité. Klasické kultivacni a biochemické metody jsou ¢asové naro¢né, a proto se
tym autortt Almeida et al. (2009) rozhodl vyuzit k detekci Cronobacter metodu FISH. Pro tyto
ucely navrhli PNA sondu s ozna¢enim SakPNA971.

Hybridiza¢ni protokol byl zalozen na protokolech Perry-O’Keefe et al. (2001) pro
hybridizaci v suspenzi a Guimaraes et al. (2007) pro hybridizaci na sklicku.

Pii hybridizaci v suspenzi byly buiky fixovany v 4% paraformaldehydu 10 minut, promyty
PBS a nasledné resuspendovany v 50% ethanolu nejméné po dobu 10 minut pii -20°C. Z takto
fixovanych bun€k bylo odpipetovano 100 pl, centrifugovano a promyto PBS a opét
centifugovano. Poté byly bunky resuspendovany V hybridiza¢nim pufru s obsahem sondy.
Hybridizace probéhla pii 57 °C 30 minut. Po hybridizaci byla suspenze centrifugovana
a sediment resuspendovan v promyvacim pufru pfedehiatém na 57 °C a ponechan pfi této
teploté 10 minut. Tento krok byl zopakovan jesté dvakrat. Promyty sediment byl resuspendovan
ve 100 pl promyvaciho pufru. 2 pl této suspenze byly nasledné aplikovany na sklicko
a ponechany uschnout (Almeida et al., 2009; Perry-O’Keefe et al., 2007).

Pro hybridizaci na sklicku, byly suspenze bunék naneseny do jamek a ponechany uschnout.
Sklicka byla posléze fixovana ponofenim do 4% paraformaldehydu a poté do 50% ethanolu
vzdy na 10 minut. Jamky byly poté ptevrstveny 30 ul hybridiza¢niho pufru s obsahem sondy
anechany hybridizovat 30 minut pfi 57 °C. Po hybridizaci byla sklicka ponofena do
promyvaciho pufru na 30 minut pti 57 °C (Almeida et al., 2009; Guimaraes et al., 2001).

Dalsim krokem bylo ovéfeni specificity sondy. To bylo provedeno pomoci 51 kment
Cronobacter, 23 kment rodu Enterobacter a 31 dal$ich pfibuznych kment, ¢i kment které by
se mohly vyskytovat v suseném mléce. Vysledky ukazaly, ze sonda ma 100% specificitu
(Almeida et al., 2009).
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Hlavnim tc¢elem prace bylo optimalizovanou metodu vyuzit pro detekci Cronobacter spp.
v suseném mléce. Do rehydratovaného mléka byly ptidany bakterie, aby vznikla suspenze
o koncentraci od 1x10% az 1x108 CFU/mI. Jeden mililitr z kazdého fedéni byl centrifugovan
a dale zpracovan, jak je uvedeno vyse. Z vysledkii hybridizace vyplyva, ze je metoda schopna
zachytit nejniz§i koncentraci bunék 1x10% CFU/mI. Pokud je do postupu zatazen obohacovaci
krok, kdy je vzorek inkubovan 8 hodin pfi 37 °C je metoda schopna zachytit pocate¢ni
koncentraci 1 CFU/g suseného mléka. FISH je schopna poskytnout vysledky za méné nez
12 hodin, zatimco kultiva¢ni metody s biochemickymi testy vyzaduje 5-7 dni (Almeida et al.,
2009).

1.1.5.6 Detekce Escherichia coli

Ve své praci se Baudart and Leebanon (2010) zamé&fili na rychlou detekci Escherichia coli
jakozto ukazatele fekalniho znecisténi vod. B&zné pouzivana kultivacni metoda vyzaduje
alespont 18 hodin, tato doba by mohla byt pouzitim FISH vyrazné zkracena. Pfedmétem
testovani bylo déle detekovani Zivotaschopnych bunék a jejich odliSeni od ostatnich. Autofi
vyuzili pomocnych oligonukleotidd pro zvyseni fluorescen¢niho signalu. Slaby signal mize byt
zptisoben bud’ malym mnoZzstvim ribosomil, na které by se mohla sonda navazat, ¢i Spatnou
dostupnosti nékterych rRNA sekvenci. Pro vyteSeni Spatné dostupnosti rRNA sekvenci byly
navrhnuty neznacené oligonukleotidy, které se vazi na oblast bezprostifedné sousedici s cilovou

sekvenci znac¢ené sondy (Baudart and Leebanon, 2010; Dias et al., 2018).

Pro studii byly pouzity dvé znaené sondy specifické pro E. coli. Jednalo se o sondy
s oznac¢enim Ecoli a Colinsitu, které byly znaceny na 5" konci fluoresceinem fluo. Jako vhodné
byly vybrany oligonukleotidy s oznacenim HEc_L, HColin_L a HColin_R. Jak sondy, tak
pomocné oligonukleotidy byly cileny na 16S rRNA (Baudart and Leebanon, 2010).

Pied samotnou hybridizaci byl vzorek vody podroben testu zivotaschopnosti bun¢k (DVC-
Direct Viable Count test). Vzorek vody byl zfiltrovan pfes ¢ernou polyesterovou membranu
o velikosti pord 0,4 pm. Tato membrana byla nasledné umisténa na celulosovou podlozku
nasaklou neselektivnim zivnym médiem s obsahem kyseliny nalidixové (koncentrace 10 ug/ml)
a inkubovana 4 hodiny pii 37 °C. Po inkubaci byly narostlé kolonie podrobeny hybridizaci.
Vysledkem tohoto testu byly buniky s vyssi fluorescenci, diky vy$§imu obsahu ribosomii. Tyto

bunky bylo tedy mozno povazovat za zivotaschopné (Baudart and Leebanon, 2010).
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Po zfiltrovani vzorku vody pro DVC test, ¢i pro postup bez testu byla provedena hybridizace.
Filtr byl pfenesen na podlozku nasdklou 80% ethanolem a ponechan na podlozce 3 minuty. Poté
byly filtr i podlozka pteneseny do Petriho misky a ponechany pfti laboratorni teploté 4 minuty.
Nasledné byly ususeny pii laboratorni teploté. Poté byl filtr pfenesen do 50 ul hybridiza¢niho
pufru s obsahem sondy a pomocného oligonukleotidu (kazdy 2,5 ng/ul) v hybridiza¢ni komtirce
inkubovan 90 minut pii 46 °C. Po hybridizaci byl filtr pfenesen na podlozku nasaklou 550 pl
promyvaciho pufru. Jako detekéni systém byla pouzita cytometrie v pevné fazi (SPC- Solid
Phase Cytometry) (Baudart and Leebanon, 2010).

Pro kontrolu specificity pouzitych sond bylo vyuzito 27 kmend a izolati E. coli a 44 kment
a izolatd ostatnich zastupcu napi. z ¢eledi Enterobacteriaceae a zastupci Pseudomonas spp..
Pti pouziti sondy Coinsitu poskytovaly fluorescenéni signal v§echny pouzité kmeny E. coli.
U kontrolnich kment se vyskytla kiizova hybridizace pouze u Shigella boydii, Shigella
dysenteria a Shigella sonnei. Stejnym zptisobem byla testovana i specificita sondy Ecoli
a pomocnych oligonukleotidii. I v tomto ptipadé poskytovaly signal vSechny zvolené kmeny
E. coli. Ktizovou hybridizaci vykazovaly Escherichia albertii, Shigella flexneri, Shigella

dysenteriae, Shigella sonnei a Shigella boydii (Baudart and Leebanon, 2010).

Pfi vyhodnoceni vysledki byly viditelné rozdily pii pouziti DVC testu. Pti absenci DVC
neni signal dostatecné silny, nebo dokonce chybi. Naopak pfi jeho pouZiti dochazi k zachytu
fluorescence. Tato fluorescence je dale zvySena pouzitim pomocnych oligonukleotidi. Ke
zvySeni signalu dochézi jak pti pouziti jedné sondy a jejiho pfisluSného oligonukleotidu, tak pii
pouziti obou sond a tfech pomocnych oligonukleotidi. V tomto ptipadé je fluorescence

v

nejsilngjsi, jak ukazuje Obrazek 5 (Baudart and Leebanon, 2010).
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Obrazek 5 Buiky Escherichia coli hybridizované za pouziti sondy Colinsitu a pomocnych
oligonukleotidi v zorném poli epifluorescenéniho mikroskopu; celkové zvétSeni 400x

(upraveno dle Baudart and Leebanon, 2010)

a) sonda Colinsitu, b) sondy Colinsitu a Ecoli, ¢) ob¢ sondy a tfi pomocné oligonukleotidy, Colinsitu, Ecoli,

HEc_L, HColin_L a HColin_R

Pouzity detekeni systém SPC je oproti konven¢nimu epifluorescenénimu mikroskopu malo
citlivy. Neni schopen zachytit fluorescenci, tak nizké koncentrace bunék, jaka je pozadovana
normou. Toto uskali je ovSem vyfeSeno vyuzitim DVC testu a pomocnych oligonukleotidd,
které napomahaji k afinité sondy a k vysledné sile signalu. Diky témto modifikacim je DVC-
FISH s SPC detekci schopna dosahnout stejnych vysledkti jako MPN (Baudart and Leebanon,
2010).

1.1.6 Pozitiva a negativa fluorescencni in situ hybridizace

Jak je uvedeno vyse, tak rizné modifikace fluorescencni in situ hybridizace vedou k zvyseni
citlivosti a moznosti vyuziti. Hlavnim kladem této metody ovSem zustava jeji rychlost
a specifi¢nost, se kterou lze detekovat mikroorganismy az na uroven rodu (Dias et al., 2018;
Moter and Gobel, 2000). Jeji dalsi vyhodou je na rozdil od PCR, schopnost rozliseni morfologie
bungk a jejich rozmisténi napiiklad pii tvorbé biofilmt (Behman et al., 2012; Moter and Gobel,
2000). Dale ndm FISH umoziuje detekci né€kolika mikrorganismi V simultdlni analyze,
pfi¢emz je pocet limitovan pouze mnozstvim fluoroforti s rozdilnou emisni vinovou délkou

(Behnam, 2012; Wagner and Haider, 2012). Jedna se tudiZ o levnou, jednoduchou a rychlou
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metodu, ktera by mohla byt v budoucnu dostupna pro mnohé laboratote (Moter and Gdobel,
2000).

Jako kazda metoda ma i fluorescenc¢ni in situ hybridizace sva omezeni a problémy. Jako
prvni Ize uvést ztraty bunék pii centrifugaci, ¢i pipetovani, které mohou snizovat pocty bunck
az pod detekovatelné mnozstvi. Samotné detekovatelné mnozstvi bun¢k je pomérné vysoké.
Jedna se v priméru o 108 CFU/ml. Obtize s detekovatelnym mnozZstvim mohou byt vyfeseny
pouzitim filtrd, ¢i obohacovacim krokem, kdy dojde k namnozeni bunék (Almeida et al., 2009;
Baudart and Leebanon, 2010). Dal§im problémem muze byt nizka specifi¢nost sond, ktera se
projevi navazanim sondy naptiklad na ptibuzné druhy. Tento problém je feSen vyuzitim
modifikaci, které mohou sond€ poskytnout zvyhodnéné prostfedi pro vazbu. Déle je také
castym problém nizky obsah rRNA, ktery Ize kompenzovat vyuzitim sond s dvojitym znacenim
stejnym fluoroforem. Timto zpisobem se zvysi vysledny fluorescencni signal (Moter and
Gobel, 2000).

1.2  Listeria monocytogenes

Rod Listeria byl objeven roku 1929 lordem Listerem po kterém nese i své jméno. Tento rod
doposud zahrnuje 17 druhd. Ty se rozd€luji do dvou kategorii Listeria sensu stricto, ktera
pojima Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria
welshimeri, Listeria marthii a Listeria sensu lato s rody Listeria fleischmannii, Listeria grayi,
Listeria rocourtiae, Listeria weihenstephanensis, Listeria floridensis, Listeria aquatica,
Listeria cornellensis, Listeria riparia, Listeria grandensis, Listeria booriae, Listeria
newyorkensis. L. monocytogenes zpusobuje u lidi onemocnéni listeriozu, které postihuje
pfedev§im osoby se snizenou imunitou. Jedna se predevSim o te€hotné, déti, star$i osoby,
pacienty po transplantaci, ¢i postizené¢ AIDS. V ptipadé€ listeriozy té¢hotnych zen muize dojit
k potratu plodu. Diky ¢astému pienosu potravinami se jedna o zavazny potravinaisky patogenni
mikroorganismus (Orsi and Wiedmann, 2016; Peuntherer et al., 1999; Schmid et al., 2003;
Schindler, 2010; Votava et al., 2003). Za patogenni listerii pro clovéka lze také oznacit Listeria
ivanovii (L. ivanovii), onemocnéni zpuisobena touto bakterii ovSem nejsou tak Casta jako
u L. monocytogenes. Nejcastéji je spojovana s infekci ovei a hovéziho dobytka (Orsi and
Wiedmann, 2016).
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121 Vyskyt a prenos na clovéka

Listerie je bézné rozsifenou bakterii, kterou Ize izolovat z vody, pudy, rostlin a stolice zvifat
i ¢clovéka. Zdrojem nakazy byvaji nejéastéji mléko a mlééné vyrobky, pifedev§sim mékké syry
vyrobené z nepasterované¢ho mléka s pH vyssim nez 5,2. Dale pak mrazené produkty, zelenina,
driibez, uzené ryby, moiské plody a salaty. Castym vehikulem jsou také hotova jidla p¥ipravena
ke konzumaci. Zdrojem kontaminace muze byt samotna potravinaiska vyroba.
L. monocytogenes je schopna, pii nedostatecné sanitaci, zlstavat v pristrojich i po dobu
nekolika let, coz mlze vést i pii pouziti mikrobidlng€ Cistych surovin, ke kontaminaci finalniho
produktu. Tato vlastnost miize souviset se schopnosti tvorby biofilmti. K expozici mize také
dojit pii praci se zvifaty (Jadhav et al., 2012; Sedlacek, 2007; Schindler et al., 2010; Tompkin,
2002; Votava et al., 2003).

1.2.2 Biochemické vlastnosti a morfologie

L. monocytogenes jsou grampozitivni kratké tyCinkovité bakterie, mohou se vyskytovat
I jako kokovité. Na povrchu maji peritrichalni bic¢iky, diky kterym maji pii teploté 20-25 °C
charakteristicky kotrmelcovity pohyb. Mohou se vyskytovat jednotlivé, nebo v kratkych
fetizcich, v ptipad¢ star$ich kultur mizZou byt i ve form¢ dlouhych vlaken. Optimalni teplota
rustu je 30-37 °C. Jsou schopny zit a mnozit se pti teploté 4-45 °C. Mohou piezivat vysoké
koncentrace NaCl. Maji fakultativné anaerobni metabolismus a jsou schopny fermentovat
glukdzu bez tvorby plynu. Na krevnim agaru tvoii B-hemolyzu ¢ehoz se vyuziva pti konfirmaci.
Tvofi katalazu a jsou oxidaza negativni. Dalsi biochemické vlastnosti uvadi Tabulka 2 (Gorner
and Valik, 2004; ISO 11290:2017; Sedlacek, 2007).

Tabulka 2 Biochemické vlastnosti Listeria monocytogenes (Goérner and Valik, 2004; ISO
11290:2017; Sedlacek, 2007)

Test Vysledek Test Vysledek
B-hemolyza + Kasein -
L-rhamnodza + Kataldza +
D-xyldza - Oxidaza -
Glukéza + Zelatina -
Acetoin + Urea -
Eskulin +
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1.2.3 Moznosti identifikace

Zpusob identifikace L. monocytogenes uvadi norma ISO 11290:2017. Tato norma zahrnuje
Ctyfi po sob¢ jdouci kroky identifikace, kterymi jsou: primdrni pomnozeni, sekundarni
pomnozeni, vyockovani na selektivné diagnostickd média a konfirmace. Schéma metody uvadi

Obrazek 6.

25g/25 ml vzorku + 225 ml ¥z FB
W0°Cx1°C;24-26h

¥

0.1 ml kultury + 10 ml FB

ITC+£1°C;24hx2h

¥

ALOA druhé zvolené médium

37°C+1°C;24h+2hadalfich24h+2h inkubace zivisi na zvoleném meédiu

\ 4

1 suspekini kolonie z kaidé misky,
pokud je negativni, tak dalsi
suspektni kolonie (nanejvyse 5
z kazdé misky)

L 4

konfirmace

Obrazek 6 Schéma stanoveni Listeria monocytogenes dle 1ISO 11290:2017

Prvnim krokem identifikace je pomnozeni v polovi¢nim bujonu dle Frasera. Po inkubaci
nasleduje preockovani do plného bujonu dle Frasera. Ztohoto pomnoZeni se provede
pfeockovani na dvé selektivné diagnostické pidy. Prvni je agar pro listerie podle Ottavianiho
a Agostiho (ALOA agar). Dalsi pida je volitelnd jedna se naptiklad o OXFORD ¢i1 PALCAM.
Po této inkubaci se provede preockovani suspektnich kolonii na neselektivni médium pro
konfirmaéni testy. V normé jsou pro konfirmaci uvedeny testy na ovéteni: B-hemolyzy,
L-rhamnozy, D-xylozy, katalazy, pohyblivosti a CAMP test (ISO 11290:2017; Jadhav et al.,
2012).

Christie, Atkins, Munch—Petersen test (CAMP test) je vhodny pro rozliseni jednotlivych

druht rodu Listeria na zakladé hemolytické cinnosti. Jednd se o rozliSeni predevsim
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L. monocytogenes, L. ivanovii a L. seeligeri. Test je zaloZzen na vzajemné interakci
hemolytickych faktortt mezi zastupci rodu Listeria a mezi Staphylococcus aureus (S. aureus)
a Rhodococcus equi (R. equi). S. aureus a R. equi jsou nao¢kovany jako dvé rovnobézné ¢ary
a kolmo k nim je naockovana kultura listerie. L. monocytogenes tvoii zvySenou hemolyzu
v blizkosti S. aureus stejné tak L. seeligeri, ta ovS§em v mensi mite. L. ivanovii tvoii zvysenou

hemolyzu v pfitomnosti R. equi (Gasanov et al., 2005; 1ISO 11290:2017).

Dalsi metodou pouzivanou K identifikaci zastupcti rodu Listeria jsou imunochemické
metody. Jedna se o metody zalozené na specifické vazbé antigenu s protilatkou. Tyto zplsoby
detekce jsou vyhodné pro svou rychlost, jednoduchost a piesnost. Dnes jsou jiz komeréné
dostupné sady, které jsou schvéaleny kontrolnimi organy. Mezi nej€astéji pouzivana provedeni
patii imunoanalyza na pevném sorbentu s enzymatickym zna¢enim (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay- ELISA). Pii této metod¢ je protilatka imobilizovana na pevném nosici,
napiiklad mikrotitra¢ni destice, na ni se posléze navaze antigen. Po inkubaci je na antigen
navazdna druhd protilatka znacend enzymem. Jednd se o takzvanou sendvicovou metodu.
Dal$im druhem enzymatické analyzy jsou imunoafinitni metody. Zde se vyuziva enzymaticky
znaCenych castic ¢i ponornych tyC€inek, které jsou pokryty specifickou protilatkou. Tyto
zachytné metody mohou byt pouzity pro zakoncentrovani bakterii a jejich nasledné analyze

pomoci molekularnich metod (Gasanov et al., 2005; Jadhav et al., 2012; Zhao et al., 2014).

Pro identifikaci jsou také pouzivany molekularni metody, které¢ se diky své vysoké
specificnosti dostavaji do poptedi a v rychlosti se mohou vyrovnat ELISA. Nejvyznamnéj$im
zastupcem molekularnich metod je polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction-
PCR). Pii PCR jsou cilové tseky DNA oznaceny primery, coZ jsou kratké segmenty DNA
specifické pro urcity gen, a takto oznacCené useky jsou nasledné amplifikovany pomoci
termostabilni polymerazy. Amplifikované fragmenty jsou nasledné detekovany pomoci gelové
elektroforézy na agaré6zovém gelu. Pii pouziti vice primert cilenych na riizné mikroorganismy
je mozné provést jejich detekci v jednom vzorku. V tomto piipade se jedna o multiplexni PCR.
Problémem pii analyze potravin a vzorkl ze Zivotniho prostiedi miize byt pfitomnost latek
inhibujicich PCR, coz muze vést k faleSn¢ negativnim vysledkiim. Tento nedostatek mize byt
vyfesen pouZzitim vySe zminénych imunoafinitnich metod. Dal§im zplisobem detekce mize byt
pouziti hybridnich metod jako je FISH (Gasanov et al., 2005; Jadhav et al., 2012; Zhao et al.,
2014).
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1.3 Rod Salmonella

Salmonely jsou vyznamnym puvodcem alimentarnich i klinickych onemocnénich, které se
I pres velké snahy eliminace vyskytuji po celém svété a maji stoupajici trend. V diasledku
infekce bakterii rodu Salmonella zemfe ro¢né na svété priblizné 3 miliony lidi. Salmonella spp.

postihuje jak lidské, tak zvifeci hostitele (Azevedo et al., 2013).

1.3.1 Taxonomie

Rod Salmonella byl objeven roku 1885 dr. Theobaldem Smithem a od jejiho objeveni bylo
popsano vice nez 2 500 sérovart, které byly povazovany za nové druhy. Dnes je jiz zndamym
faktem, ze je rod Salmonella rozdélen pouze na dva druhy. Jedna se o Salmonella enterica
(S. enterica) a Salmonella bongori (S. bongori). Z téchto dvou druhti se patogenni sérovary
vyskytuji pouze u S. enterica. Druh S. enterica pojima 6 poddruhi (Votava et al., 2003).
Piehled druhti a poddruhti uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3 Piehled druht a poddruhi rodu Salmonella (upraveno dle Grimont and Weil, 2007)

Druh (species) Poddruh (subspecies)

S. enterica enterica
salamae
arizonae
diarizonae
houtenae
indica

S. bongori

Pro cloveka se patogenni sérovary vyskytuji v poddruhu S. enterica subsp. enterica. Jedna
se 0 Salmonella Typhi (S. Typhi), Salmonella Paratyphi (S. Paratyphi), které jsou primarné
antropopatogenni a Salmonella Typhimurium (S. Typhimurium) a Salmonella Enteritidis
(S. Enteritidis), které jsou primarné zoopatogenni (\Votava et al., 2003).

V nazvoslovi rodu Salmonella zistava zazity zplisob oznacovani sérovari jako druhové
oznaceni. Znakem, ze se nejedna o druhové jméno, je uvadéni sérovaru s velkym pismenem
abez kurzivy. Taxonomicky piesnym oznaCenim napiiklad S. Enteritidis by tedy bylo

S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (Grimont and Weil, 2007; Votava et al., 2003).
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1.3.2 Vyskyt a prenos na clovéka

Rod Salmonella Ize rozlisit na dvé ¢asti. Na sérovary adaptované na ¢lovéka a sérovary
adaptované na zvifeci hostitele. Pii pfenosu sérovarii adaptovanych na clovéka je zdrojem
infekce jiny ¢loveék ¢i odpadni voda. Jedna se S. Typhi a S. Paratyphi (Peutherer et al., 1999;
Schindler, 2010; Votava et al., 2003).

Sérovary adaptované na zvifeci hostitele jsou na ¢lovéka pienaseny piedevsim v potravinach
a zpusobuji alimentarni onemocnéni. Jedna se predevsim o driibez. V tomto ptipadé se jedna
spiSe o vejce nez o maso. Z tohoto faktu vychazi, ze vehikulem mohou byt i vyrobky z vajec
jako majonézy, zakusky ¢i zmrzlina. Dal§im zdrojem muiZe byt i maso, které je kontaminovano
pii porazce, jednd se o vepfové a hovézi. Zdrojem alimentarnich onemocnéni mohou byt dale
také rizné druhy zeleniny a ovoce, mléko a mlé¢né vyrobky (Azevedo et al., 2013; Peutherer
et al., 1999; Schindler, 2010; Votava et al., 2003).

1.3.3 Biochemické vlastnosti a morfologie

Rod Salmonella spp. jsou gramnegativni fakultativné anaerobni ty¢inky S peritrichalnimi
biciky. Patii do ¢eledi Enterobacteriaceae. Vétsinou jsou pohyblivé. Jejich optimalni ristova
teplota je 37 °C. Jako cela ¢eled’ Enterobacteriaceae jsou schopny vyuzivat glukozu za tvorby
plynu. Nevyuzivaji laktozu ani sacharézu a jsou schopny tvofit H2S. Sté&pi manitol a vyuzivaji
citrat (Gorner and Valik, 2004; ISO 6579:2017; Sedlacek, 2007). Ptehled téchto a dalSich

biochemickych vlastnosti ukazuje Tabulka 4.

Tabulka 4 Biochemické vlastnosti Salmonella spp. (ISO 6579:2017; Sedlacek, 2007)

Test Vysledek Test Vysledek
VP - Urea -
Indol - Oxidaza -
Citrat + Kataldza

Lyzin + Glukdza

Ornithin + Laktéza -
H2S + Manitol +
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1.3.4 Moznosti identifikace

Salmonella spp. je nejcastéji identifikovana dle normy ISO 6579:2017 pro prikaz salmonel.
V této norme je popsana horizontalni metoda detekce, pomoci kultivacnich metod na selektivné
diagnostickych médiich a nasledné biochemické rozliseni typickych kolonii. Prvnim krokem je
pomnozeni v pufrované peptonové vodé. Nasleduje preoCkovani do selektivnich
pomnozovacich médii. Jedna se o Miiller-Kauffmann tetrathionatovy bujon s novobiocinem
(MKTTn) a Rappaport Vassiliadis s6ja medium (RVS) nebo modifikovana polotuha pida podle
Rappaport Vassiliadise (MSRV). Z téchto médii se preockuje na xyldza-lyzin-deoxycholatovy
agar a druhy selektivné diagnosticky agar. Ze selektivniho agaru se provede preockovani péti
suspektnich kolonii na neselektivni pidu MPA. Podrobné podminky horizontalni metody uvadi
Obriazek 7. U téchto kolonii se po kultivaci provedou konfirmacni testy, jak biochemické, tak
sérologické. Standardnimi biochemickymi testy jsou: rist na TSI agaru, rist na agaru
s mocCovinou, prukaz lyzindekarboxyldzy, detekce [-galaktosidazy a tvorba indolu.
V sérologickych testech se prokazuji O-antigeny, H-antigeny a Vi-antigeny pomoci
polyvalentniho antiséra (1SO 6579:2017).
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25 g/ 25 ml vzorku + 225 ml PPV
34-38°C,18x2h

A

0,1 ml kultury 1 ml kultury
+ +
10 ml RVS bujonu ¢i MSRV agaru 10 ml MKTTn bujonu
41,5°C+1°C;24h+3h 37°Cx£1°C;24h+3h
XL.D agar

37°C+£1°C;24h+3h
+ druha selektivni pada

W

alespoii jedna typickd ¢i suspekini
kolonie. Pokud je negativni
otestovat dalsi 4 kolonie

W

subkultivace na neselektivni agar

34-38°C;24h+3h

4

biochemicka konfirmace sérologicka konfirmace

)

vyjadieni vysledkn

Obrazek 7 Schéma stanoveni Salmonella spp. dle ISO 6579:2017

Dalsim zptisobem detekce Salmonella spp. mtize byt vyuziti molekularné biochemickych
metod. Jedna se predevsim polymerazovou fetézovou reakci a jeji modifikace jako je
multiplexni PCR ¢i kvantitativni PCR. Kvantitativni PCR (qPCR), ¢i jinak nazyvana PCR
Vv realném case (RT-PCR), umozniuje sledovat amplifikované produkty polymerazové reakce
V realném case. Principem metody je prubézna detekce fluorescenéné znacenych produktii. Pro
vytvofeni fluorescenc¢niho signalu jsou vyuzivana fluorescenéni barviva, ¢i fluorochromem
znacen¢ oligonukleotidy. Pti zpracovani vzorku pomoci qPCR neni potieba provadét rozdeleni

pomoci gelové elektroforezy. Vysledky umoziiuji mimo kvalitativnich dat zjiSténi
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kvantitativniho mnozstvi detekované DNA, coz u konven¢ni PCR neni mozné (Navarro et al.,

2015; Zhao et al., 2014).

Dalsim detekénim zptsobem je vyuziti imunochemickych metod. Nejcastéji vyuZzivanou
metodou je ELISA, ktera je provadéna v mikrotitracnich destickach. Dalsim pevnym sorbentem
vyuzivanym v této metod¢ mizou byt pipetovaci $picky, membrany ¢i michadélka. Pro detekci
rodu Salmonella je jiz mozno zakoupit specializovany testovaci kit BIOLINE Salmonella
ELISA test kit. Dale je mozno vyuzit imunomagnetickych metod, pii kterych je magneticka
castice pokryta specifickymi protilatkami. Po inkubaci vzorku s magnetickymi Casticemi se
provede oddé€leni ve vhodném magnetickém separatoru a poté promyti necistot. Diky tomu je

mozno ziskat velice Cisté vzorky (Zhao et al., 2014).

V piipad¢ subtipyzace Salmonella spp. se vyuziva hmotnostni spektrometrie (MS). Je
zaloZena predevSim na analyze proteinti a lipidi. Nejbéznéji vyuzivanou technikou je ionizace
laserem za ptitomnosti matrice ve spojeni s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF MS). Pro
toto spojeni jsou k dispozici knihovny spekter, které pomahaji ke snadnéjsi identifikaci.
Nevyhodou metody je neschopnost analyzy za ucasti potravinové matrice ¢i smési bakterii.
Ztohoto diuvodu je tfeba analyzovat pouze Ccisté kultury (Bell et al., 2016;

Schweickert et al., 2004).
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2  CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zavedeni a optimalizace FISH pro detekci vyznamnych

potravinaiskych patogennich bakterii.

Prvnim ukolem bylo zavedeni FISH pro detekci Listeria monocytogenes pomoci DNA sondy
RL-2. Sonda byla navrhnuta kolektivem autorti Oliveira et al. (2003). Podstatnou ¢asti prace

byla optimalizace metody.

Druhym tkolem bylo zavedeni a optimalizace jednotlivych krokt metody FISH pro detekci
Salmonella spp. pomoci PNA sondy SalPNA1873 navrhnuté a popsané v praci Almeida et al.
(2010).
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, pristroje, pomiicky, Zivha média a pracovni

roztoky

3.1.1 Chemikalie

CC/Mount (Sigma-Aldrich, Némecko)
DAPI (4’, 6 — diamido-2-fenylindol) (Sigma-Aldrich, USA)
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lachema, CR)
Dodecylsulfat sodny (Fluka, CR)

Dodekahydrat hydrogen fosforecnanu di(sodného) (Penta, CR)

Tris (Sigma-Aldrich, Némecko)
EDTA (Applichem, Némecko)
Formaldehyd (Sigma-Aldrych, Némecko)
Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Némecko)
Chlorid draselny (Penta, CR)

Chlorid sodny (Penta, CR)

Hydroxid sodny (Penta, CR)

Formamid (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dextran sulfat
Ficol® 400
Pyrofosfat sodny
Polyvinyl pyrolidin
Ethanol 96%
Triton X

3.1.2 Pristroje

Analytické vahy KERN 444 a 445

Autoklav PS 20A

Denzitometr McFarland DEN-1

(EMD Millipore, Nemecko)
(Sigma-Aldrych, Némecko
(Sigma-Aldrych, Némecko
(Sigma-Aldrych, Némecko)
(Lach-Ner, CR)
(Sigma-Aldrych, Némecko)

(Kern, Némecko)
(BMT, CR)
(Biosan, USA)



Horkovzdusny sterilizator STERIMAT 5104 (BMT, CR)

Chladni¢ka Intuition SpacePlus (Elektrolux, Svédsko)
Chladnicka ZRB 36 ND (Zanussi, Itélie)
Laboratorni vahy KERN 440-4 (Kern, Némecko)
Laminarni box Hotte MSC 9 Standard (Jouan, Francie)
Epifluorescen¢ni mikroskop Nikon ECLIPSE 80i (Nikon, CR)

a vyhodnocovaci sofware NIS — Elements Viewer 4.0
a NIS — Elements AR 4.00.01 64-bits

Mraznicka (Whirpool, USA)

Vortex MS3 digital (IKA, USA)

Termostat ST 5 (POL-EKO, Polsko)
MyTemp™ Minu Digital Incubator (Benchmark Scientific, USA)

3.1.3 Pomiicky
Automatické pipety BioHit Proline (BioHit, Finsko)
Automaticke pipety DISCOVERY Comfort (Discovery, Némecko)
BéZné laboratorni sklo
Mikrosklo podlozni s epoxidovou maskou (Marienfeld laboratot
glassware, Némecko)

Plastové a pryzové pomicky

3.14 Zivna média a pracovni roztoky

e TSA agar (Trypton Soya Agar)
o Vyrobce: Himedia, Indie

o Slozeni: enzymaticky hydrolyzat kaseinu 15 g/l

sojovy pepton 59/l
agar 15 g/l
NaCl 59/

o Priiprava: navazka 40 g smési se rozpusti v 1000 ml destilované vody a autoklavuje

se pti 121 °C/15 min
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e CASO bujon (Casein-Soymealpeptone Broth)
o Vyrobce: Merck, Némecko

o Slozeni: kaseinovy pepton
sojovy pepton
D (+) — glukdza
NaCl

hydrogenfosfore¢nan draselny

17,0 g/l
3,00/l
2,509/l
5,00/l

2,509/l

o Ptiprava: navazka 30 g smési se rozpusti v 1000 ml destilované vody a autoklavuje

se pti 121 °C/15 min

e Fyziologicky roztok

o Slozeni: NaCl

destilovana voda

8549

1000 mi

o Piiprava: 8,5 g NaCl se rozpusti v 1000 ml destilované vody a autoklavuje se pfi

121 °C/15 min

e 4% paraformaldehyd, pH=6,9
o Slozeni: paraformaldehyd
PBS
5 mol/l NaOH
1 mol/l HCI

8¢
200 ml

o Ptiprava: 100 ml PBS bylo zahfato na vodni 1azni na 60 °C. Do zahtatého roztoku

bylo pfidano 8 g paraformaldehydu a rozpusténo. Do roztoku bylo pfidano nékolik

kapek 5 mol/l NaOH do vy¢efeni. Pomoci HCI bylo pH upraveno na hodnotu 6,9.

Poté byla smés ochlazena na laboratorni teplotu, zfiltrovana a doplnéna do 200 ml
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e 1MTris-HCI, pH =8

o Slozeni: H2NC(CH20H)s3 1211 ¢
36% HCI 42 ml
5 mol/l NaOH

o Ptiprava: H2NC(CH20H)s se rozpusti v destilované vodé, poté se ptida 36% HCI,
po vychladnuti se pomoci 5 mol/l NaOH upravi pH na hodnotu 8, nakonec se doplni

destilovanou vodou na 1000 ml a autoklavuje se pti 121 °C/15 min

e 1MTris-HCIl,pH=7,5

o Slozeni: H2NC(CH20H)3 12,1¢
36% HCI 4,2 ml
5 mol/l NaOH

o Ptiprava: H2NC(CH20H)s se rozpusti v destilované vodé, poté se ptida 36% HCI,
po vychladnuti se pomoci 5 mol/l NaOH upravi pH na hodnotu 7,5, nakonec se

doplni destilovanou vodou na 100 ml a autoklévuje se pti 121 °C/15 min

e 1 x PBS puftr (fosfatovy pufr), pH =7

o Slozeni: NaCl 8¢9
KClI 029
Na2HPOs4. 12 H20 149
Naz2H2PO4 790

o Piiprava: vSechny uvedené¢ komponenty se rozpusti v destilované vodé, pH se
upravi 5 mol/l roztokem NaOH na hodnotu 7, nakonec se doplni destilovanou vodou

na 1000 ml a autoklavuje se pro 121 °C/15 min

e 0,5 M EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina), pH = 8
o Slozeni: Na2[CH2N(CH2CO2H)2]2. 2 H20 186,19
5 mol/l NaOH
o Piiprava: EDTA se postupné rozpusti v destilované vod¢, pH se upravi 5 mol/l
roztokem NaOH na hodnotu 8, poté se doplni destilovanou vodou na 1000 ml

a nasledné se roztok autoklavuje pti 121 °C/15 min
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10% (w/v) SDS (dodecylsulfat sodny)
o Slozeni: dodecylsulfat sodny 209

o Piiprava: navazka 20 g dodecylsulfatu sodného se smisi s 200 ml destilované vody

1 M NaCl
o Slozeni: NaCl 584
o Piiprava: navazka NaCl se navazi do banky a doplni do 100 ml destilovanou vodou

a nasledné se roztok autoklavuje pii 121 °C/15 min

50% (w/v) polyvinyl pyrolidin
o Slozeni: polyvinyl pyrolidin 1259
o Piiprava: navdZzka se smisi s 12,5 ml destilované vody a nasledné se roztok

autoklavuje pii 121 °C/15 min

6,7% pyrofosfat sodny
o SlozZeni: pyrofosfat sodny 11149
o Ptiprava: navazka se doplni destilovanou vodou do 100 ml a nasledné se roztok

autoklavuje pii 121 °C/15 min

0,5 M Tris
o Slozeni: Tris 6,19
o Piiprava: navaZka se rozpusti v destilované vodé, doplni do 100 ml a nasledné se

roztok autoklavuje pti 121 °C/15 min

20% (w/v) Ficoll® 400
o Slozeni: Ficoll® 400 24
o Pfiprava: navazka se smisi s8 ml destilované vody a nasledné¢ se roztok

autoklavuje pii 121 °C/15 min
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10 mg/ml lysozym
o Slozeni: lysozym 0,0127 g
o Ptiprava: lysozym se navazi do plastové zkumavky a napipetuje se 1,27 ml sterilni

destilované vody

Hybridiza¢ni pufr pouzity pro L. monocytogenes dle Oliveira et al. (2003)

o Slozeni: 5 M NaCl 7ml
1 M Tris-HCI; pH=8 5ml
0,5M EDTA,; pH=8 1ml
10% SDS 0,5 ml

o Ptiprava: vSechny komponenty se napipetuji do 50 ml plastové zkumavky a doplni

na objem 50 ml sterilni destilovanou vodou

Hybridiza¢ni pufr dle Vodova (2013)

o Slozeni: 5 M NaCl 360 ul
1 M Tris-HCI; pH=8 40 pl
formamid 600 pl
sterilni destilovana voda 1000 pl

o Piiprava: vSechny komponenty se napipetuji do 2 ml mikrozkumavky

Promyvaci pufr dle Vodova (2013)

o Slozeni: 1M Tris-HCI; pH=8 1000 pl
5 M NaCl 1020 pl
0,5 M EDTA; pH=8 500 pl
10% (W/v) SDS 50 pl

o Ptiprava: vS§echny komponenty se napipetuji do 50 ml plastové zkumavky a doplni

sterilni destilovanou vodou na objem 50 ml
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Hybridiza¢ni pufr pro Salmonella dle Almeida et al. (2010)

o Slozeni: formamid 3000 pl
20% Ficoll® 400 2000 pl
6,7% pyrofosfat sodny 150,4 ul
50% polyvinyl pyrolidin 40 ul
10% Triton X 100 pl
0,5MEDTA 100 pl
1 M Tris-HCI; pH=7,5 500 pl
1 M NaCl 100 pl

o Ptiprava: vSechny komponenty se napipetuji do 15 ml plastové zkumavky a doplni

sterilni destilovanou vodou na objem 10 ml

Promyvaci pufr pro Salmonella dle Almeida et al. (2010)

o Slozeni: 10% Triton-X 5000 pl
1 M NaCl 750 pl
0,5 M Tris 500 pl

o Piiprava: vSechny komponenty se napipetuji do 50 ml plastové zkumavky a doplni

sterilni destilovanou vodou na objem 50 ml

Pouzité sondy

o RL-2
= Sekvence: 5'-ATAGTT TTATGG GAT TAG C-3°
* Modifikace: 5'Cy3
* Vyrobce: Generi biotech

o SalPNA1873
=  Sekvence: 5'-AGG AGC TTC GCT TGC-3’
* Modifikace: 5'-6-FAM
* Vyrobce: Generi biotech
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3.2 Pouzité mikrobialni kmeny
Béhem prace byly pouzity kmeny z Ceské sbirky mikroorganismi Masarykovy Univerzity

v Brn¢ (CCM) a z Americké sbirky mikroorganismti (ATCC):

Bacillus cereus CCM 2010
Citrobacter brakii CCM 158
Cronobacter muytjensii ATCC 51329
Escherichia coli CCM 2024, CCM 3954, CCM 4517
Listeria innocua CCM 4030
Listeria ivanovii CCM 5884
Listeria monocytogenes CCM 5576
Listeria welshimeri CCM 3971
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Rhodococcus equi CCM 3429
Salmonella Enteritidis CCM 4420
Salmonella Typhimurium ATCC 43971
Seratia marcescens CCM 303
Staphylococcus aureus CCM 4223
Staphylococcus epidermidis CCM 4418
Streptococcus agalactiae CCM 6187

Vsechny uvedené bakterie byly uchovavany v lednici pfi teploté 5 °C na TSA.

Pro ziskani suspenzi byly kultury naockovany na TSA a inkubovany 24 hodin pii 37 °C,
vyjima B. cereus, ktery byl inkubovan 24 hodin pfi 30 °C. Poté byla vytvotfena suspenze bun&k

ve fyziologickém roztoku o denzité 0,5 McFarlandovy zékalové stupnice.

Denzita suspenzi byla ovéfena pomoci vyockovani na TSA. Suspenze byla naredéna na
koncentraci 10° a 10> CFU/ml. Nasledné bylo 100 ul kazdého fedéni rozetieno L-hokejkou,
vzdy dvakrat pro kazdé fedéni. Takto pfipravené misky byly inkubovany 24 h pti 37 °C, vyjma
B. cereus, ktery byl inkubovan 24 hodin pti 30 °C.
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3.3 Zavedeni FISH pro detekci Listeria monocytogenes

3.3.1 Vlastni postup
Bakteridlni suspenze byla po 1 ml rozpipetovana do mikrozkumavek a centrifugovana
(16500 x g, 5 min). Po odpipetovani supernatantu bylo ptidano 500 ul 4% paraformaldehydu

a promichano. Suspenze byla ponechdna 1 hodinu pii laboratorni teploté.

Po fixaci byla suspenze centrifugovana (16500 x g, 5 min) a supernatant byl odstranén.
K sedimentu bylo pfidano 1 ml PBS pufru. Smés byla promichana a nasledné centrifugovana
(16500 x g, 5 min). Po odstranéni supernatantu byl tento postup jesté jednou zopakovan.
Naposledy byla k sedimentu pfidana smés PBS: 96% ethanolu (1:1). 5 pl suspenze bylo
napipetovano do jamek podlozniho sklicka s epoxidovou maskou a usuSeno v termostatu pfi
45 °C. Sklicko bylo nasledné pro dehydrataci vlozeno do 96% ethanolu na 3 minuty a poté

ususSeno v termostatu pii 45 °C.

U jamek s grampozitivnimi bakteriemi bylo provedeno enzymatické natraveni bunécné
stény. Do jamek bylo napipetovano 10 ul roztoku lysozymu. Sklicko bylo vlozeno do Petriho
misky a inkubovano 45 minut. Poté bylo sklicko postupné promyto v 50%, 80% a 96%

ethanolu, vZdy 3 minuty. Skli¢ko bylo pro oschnuti vloZeno do termostatu.

Pro hybridizaci bylo do kazdé jamky napipetovano 10 ul smési hybridiza¢niho pufru a sondy
(Csondy= 6,378 ng/ul). Sklicko bylo vloZzeno do hybridizaéni komurky a hybridizovano
V termostatu vytemperovaném na 43 °C 4 hodiny. Po hybridizaci bylo sklicko vlozeno do
hybridiza¢niho pufru vytemperovaného na 43 °C a ponechano promyvat pti 43 °C 20 minut.
Sklicko bylo nasledné dvakrat oplachnuto v destilované vod¢ a osuseno v temnu pii laboratorni
teploté. Nasledné bylo do jamek napipetovano 5 ul DAPI (1pug/ml), které se nechalo uschnout
VvV temnu pii laboratorni teploté. Poté bylo provedeno promyvani v destilované vode. Byly
provedeny celkem dva oplachy, kazdy po dobu tifi minut a poté bylo sklicko ponechano

oschnout v temnu pfi laboratorni teploté.

Pted pozorovanim byl do jamek podlozniho skla napipetovan CC/Mount a ptiloZeno kryci

sklicko. Preparat byl pozorovan pod celkovym zvétsenim 400x.
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3.3.2 Optimalizované kroky
Pro optimalizaci postupu byly zvoleny kroky, které zobrazuje Tabulka 5

Tabulka 5 Optimalizované kroky pii detekci Listeria monocytogenes

Optimalni denzita bunék 10°, 107, 108 CFU/mI

Fixac¢ni roztok 2% formaldehyd, 4% paraformaldehyd
Doba fixace 1 hodina, 20 minut

Zpisob permeabilizace bunécné stény Ethanolem, lysozymem

Vhodny hybridizaé¢ni pufr Dle Vodova (2013), Oliveira et al. (2003)
Koncentrace sondy 6,378; 15,95; 31,89; 63,78 ng/ul,

Doba hybridizace 3 hodiny, 4 hodiny

Teplota hybridizace 43,44, 45, 46, 47 °C

Cas promyvani 15, 20, 30 minut

Specifi¢nost sondy Pouzité mikrobialni kmeny

Detekce L. monocytogenes ve smési Smés L. monocytogenes s L. welshimeri,

L. innocua, S. aureus a S. Typhimurium

3.4 Zavedeni PNA-FISH pro detekci rodu Salmonella

3.4.1 Vlastni postup

1 ml bakterialni suspenze byl napipetovan do mikrozkumavek a centrifugovan (16500 X g,
5 min). Poté byl supernatant odpipetovan a k sedimentu bylo piidano 500 ul 4% roztoku
paraformaldehydu a ponechéno inkubovat pii laboratorni teploté jednu hodinu. Nésledné byly
zkumavky opét centrifugovany (16500 x g, 5 min) a k sedimentu bylo pfidano 500 pl
50% ethanolu a smés byla inkubovana 30 minut pfi -20 °C. Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany (16500 X ¢, 5 min) a proplachnuty 500 pl sterilni destilované vody poté
centrifugovany (16500 x g, 5 min) a resuspendovany v 500 pl sterilni destilované vody. Z této

suspenze bylo 5 pul napipetovano do jamek podlozniho skla a ponechano uschnout na vzduchu.

Pro hybridizaci bylo do jamek papipetovano 20 ul hybridiza¢niho pufru s obsahem sondy
asklicko bylo piekryto krycim sklem. Poté bylo vlozeno do hybridizacni komirky
a hybridizovano 30 minut pfi teploté 57 °C. Poté bylo vyjmuto, kryci sklo bylo odstranéno
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a podlozni sklo bylo vlozeno do pfedehiatého promyvaciho pufru na 30 minut pii 57 °C. Po
vyjmuti z promyvaciho pufru bylo oplachnuto ve sterilni destilované vodé 10 sekund a nasledné

ponechano oschnout vV temnu pii laboratorni teploté.

Pro lepsi rozliseni byly buniky nasledné dobarveny DAPI. 5 ul barviva DAPI (1 ug/ml) bylo
napipetovano do jamek a ponechano uschnout v temnu pfi laboratorni teploté. Sklicko bylo
nasledné vlozeno do sterilni destilované vody na 3 minuty nasledn¢ byl proveden stejnym

zpusobem jesté jeden oplach. Sklicko bylo ponechdno uschnout v temnu pfti laboratorni teplot¢.

Pted pozorovanim byl do jamek podlozniho skla napipetovan CC/Mount a ptiloZeno kryci

sklicko. Preparat byl pozorovan pod celkovym zvétSenim 400X.

34.2 Optimalizované kroky
Pti optimalizaci byly zkouseny kroky, které uvadi Tabulka 6.

Tabulka 6 Optimalizované kroky pfi detekci Salmonella spp.

Zpisob fixace 4% paraformaldehyd, 1h + 50% ethanol, 30 minut;
2% formaldehyd, 24 hodin

Pridani permeabilizace membrany  lysozym

Cas hybridizace 30, 60, 90 minut
Teplota hybridizace 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59 °C
Koncentrace sondy 200, 400, 800 nM
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zavedeni FISH pro detekci Listeria monocytogenes

Pro zavedeni FISH pro detekci L. monocytogenes byly vyuzity poznatky z prace Oliveira et
al. (2003), dale z diplomové prace Vodova (2013) jejiz postup se zaklada na pracich Amann
(1995) a Beimfohr et al. (1993). Postup detekce pouzity v nasi praci vychazi hlavné z prace
Oliveira et al. (2003), nebot’ sonda pro hybridizaci byla pievzata z této studie.

Po zavedeni metody bylo nutné optimalizovat jednotlivé kroky FISH. Jednalo se o volbu
vhodného hybridiza¢niho pufru, promyvaciho pufru a fixa¢niho roztoku, optimalni dobu fixace,
denzitu bun¢k a koncentraci pouzité sondy. Podstatnym krokem bylo také zvoleni vhodného
zptisobu pro permeabilizaci bunééné stény. Poslednim provedenym optimalizovanym krokem
byla detekce L. monocytogenes ve smési sS. aureus, L. welshimeri, L. innocua

a S. Typhimurium v riznych pomérech.

411 Denzita bunék

Pti optimalizaci vhodné denzity bunék byly pouzity bakteridlni kmeny L. monocytogenes,
L. welshimeri a S. aureus a denzita bun&k byla 108, 107 a 10°® CFU/mI. Po vyhodnoceni té&chto
koncentraci, byla jako optimalni koncentrace bunék uréena denzita 108 CFU/ml. Pii této
koncentraci byly bunky rovnomémé rozptyleny v natéru a netvofily shluky. Pfi niZSich

koncentracich bylo pfitomno malo buné€k nebo zcela chybély.

Pii vyhodnocovani vysledki byly pozorovany rozdily v denzit¢ buné€k mezi pouZitymi
bakterialnimi kmeny. U drobnéjsich bunék rodu Listeria doslo u promyvacich kroka k vyrazné
vys$§im ztratam, nez u bunék S. aureus. Tento vysledek zobrazuje Obrazek 8. Na obrazku je
patrny rozdil v poctu bun€k pouzitych kmeni i pfes to, ze primarn¢ byla pfipravena u obou
kmenti denzita 108 CFU/mI, ktera byla ovéfena desitkovym fedénim. K témto ztratdm doslo

pravdépodobné pfi centrifugaci a nasledném odpipetovani supernatantu.
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Obrazek 8 Rozdily v poctu bunék Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus pii pouziti
stejné pocatecni denzity 108 CFU/ml (epifluorescenéni mikroskop, celkové zvétseni 400x,
bunky obarveny DAPI barvivem)

A- Listeria monocytogenes; B- Staphylococcus aureus

4.1.2 Volba fixac¢niho roztoku a doby fixace
V préci byly pouzity dva fixa¢ni roztoky. Prvnim byl 2% formaldehyd pfevzaty z diplomové
prace Vodova (2013) a druhym byl 4% paraformaldehyd pouzity v praci Oliveira et al. (2003).

Pii fixaci formaldehydem byly buiiky suspendovany ve 2% formaldehydu a inkubovéany
24 hodin pti 4°C. Vyuziti této fixace vedlo k silnym nespecifickym vazbam sondy na kontrolni
kmeny E. coli, B. cereus a S. aureus. Tuto nespecificitu vyskytujici se u E. coli zobrazuje
Obrazek 9. Na ném je patrna silna hybridizace, kterou vykazovaly vSechny tii testované kmeny

E. coli pfi tomto zpUsobu fixace. Z tohoto ditvodu byla pouzita fixace dle Oliveira et al. (2003).
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Obrazek 9 Nespecifickd hybridizace bunék Escherichia coli se sondou RL-2 po fixaci
2% formaldehydem pii 4 °C 24 hodin, hybridizace pii 45 °C 4 hodiny (epifluorescencni
mikroskop, celkové zvétseni 400x)

A- piekryv bunék obarvenych DAPI a bunék s navazanou sondou; B- buiky s navazanou sondou; C- bunky

obarvené DAPI

Dale byly bunky fixovany pomoci 4% paraformaldehydu. Pro fixaci byly zvoleny Casy
20 minut pfi laboratorni teploté dle prace Oliveira et al. (2003) a 1 hodina pfi laboratorni teploté
prevzata z prace Almeida et al. (2010). Pfi pokusu o fixaci po dobu 20 minut nebyla fixace
dostatecna a hybridizace neprobéhla. Proto byla provedena fixace po dobu jedné hodiny. Tato
fixace venizsin nespecifickym vazbam v porovnani s predchozi fixaci. Vyslednou hybridizaci
zobrazuje Obrazek 10. Nami ziskané vysledky se neshoduji se zavéry prace Oliveira et al.
(2003). V jejich ptipadé postacovala fixace po dobu 20-ti minut, kdy autofi byli schopni

dosahnout uspesné hybridizace.
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Obrazek 10 Hybridizace bunék Listeria monocytogenes se sondou RL-2 po fixaci ve
4% paraformaldehydu pti laboratorni teploté 1 hodinu a permeabilizaci lysozymem 45 minut pii
laboratorni teploté, hybridizace pii 45 °C 4 hodiny (epifluorescencni mikroskop, celkové
zvétSeni 400x)

A- piekryv bunék obarvenych DAPI a bunék s navazanou sondou; B- buiiky s navazanou sondou; C- buiky

obarvené DAPI

Fixace bunék pouzitych v této praci byly provadény v suspenzi. Dal$i metodou fixace miize
byt provedeni na sklicku. Pfi pouziti tohoto postupu by bylo mozné zkratit dobu fixace. Tento
postup byl vyuzity v praci Machado et al. (2015) ktera se zamé¢tila na diagnostiku bakterialni
vagindézy pomoci PNA-FISH. V tomto postupu byla pouzita fixace na sklicku, kdy byla
bakterialni suspenze nanesena do jamky a ponechana uschnout. Nasledn¢ bylo celé sklicko
vlozeno do 4% paraformaldehydu na 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo pfeneseno do
50% ethanolu, také na 10 minut pfi laboratorni teploté. Po vyjmuti a oschnuti sklicka mohla byt

provedena hybridizace.
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Fixa¢ni krok neni vazany pouze na pouziti formaldehydu, ¢i paraformaldehydu. V préci
Moreno et al. (2011) se tym zaméfil na detekci Listeria monocytogenes v odpadnich vodach.
Pro fixaci bun¢k byl vyuzit ethanol. 1 ml vzorku byl centrifugovan a nasledné k nému byla
pfidana smés PBS s ethanolem v poméru 1:1. Tato suspenze byla nasledné skladovana pti

-20 °C, dale bylo pokracovano v protokolu FISH.

Fuchizawa et al. (2008) vyuzili ve své praci zaméfené na detekci Listeria spp., fixaci pomoci
50% ethanolu. Ke 200 pl suspenze bunék bylo piidano 200 pl 99,5% ethanolu a cela smés byla
inkubovédna 30 minut. Po inkubaci byly buiiky promyty destilovanou vodou a opét

resuspendovany ve sterilni destilované vode¢.

4.1.3 Zpisob permeabilizace bunécné membrany
Pro permeabilizaci bunééné membrany byly zvoleny dva postupy. Prvnim bylo pouZiti 70%
a 96% ethanolu jak je uvedeno v publikaci Oliveira et al. (2013). Druhym zptsobem bylo

enzymatické natraveni pomoci lysozymu, jak uvadi diplomova prace Vodova (2013).

Pii pouziti ethanolu, bylo sklicko se vzorky postupné ponotfeno do 70% a poté do 96%
roztoku ethanolu a ponechano vzdy 2 minuty. Poté se nechalo oschnout v termostatu a nasledné
byla provedena hybridizace. Prace Oliveira et al. (2013) uvadi tento zptisob permeabilizace
jako dostatecny. Tyto zavéry se ovSem v nasi praci nepotvrdily, nebot’ po provedeni hybridizace

nedoslo k navazani sondy. Z tohoto divodu bylo vyuzito permeabilizace pomoci lysozymu.

Pro grampozitivni bakterie byl pouzit roztok lysozymu o koncentraci 10 mg/ml. Do jamek
bylo napipetovano 10 ul roztoku lysozymu a inkubovano 45 minut dle diplomové prace Vodova
(2013). Diky tomuto postupu byla membrana dostatecné propustna a nasledna hybridizace byla

uspésna. Dalsi modifikace nebyly provedeny pro vyhovujici uc¢innost uvedeného postupu.

Stejnou koncentraci lysozymu pouzitou Vv nasi praci vyuzil i védecky tym Rohde et al.
(2016). Permeabilizace byla provedena v pfipadé, ze ve vzorku byly identifikovany
grampozitivni bakterie. Permeabilizace byla provedena po dobu 5 minut pfi laboratorni teploteé.
S ohledem na tyto vysledky by bylo vhodné v nasledujici studii vyzkouset i permeabilizaci po

dobu péti minut.

Pro permeabilizaci nemusi byt vyuzivano pouze lysozymu. DalSim vyuzivanym enzymem
je naprtiklad lysostafin. V praci Gey et al. (2013), zabyvajici se identifikaci patogennich bakterii

v mléce, byly vyuzity roztoky lysozymu nebo lysostafinu v zévislosti na pouZzitém bakterialnim
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kmenu. Prace se zabyvala detekci Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Escherichia coli
a Trueperella pyogenes. Koncentrace pouzité¢ho lysozymu byla 1 mg/ml a lysostafinu 2 pg/ml.
Inkubace byla provedena v zavislosti na pouzité hybridiza¢ni sond€¢ mezi 3 az 15 minutami ve

vlhkostni komtirce pti 37 °C.

Dalsi moznosti je pouziti lysozymu a lysostafinu spole¢né ve smési. Tuto metodu vyuzil tym
autort Poppert et al. (2010), zabyvajici se detekci Propionibacterium acnes. Autoii provadéli
permeabilizaci bunééné membrany pomoci roztoku obsahujiciho lysozym o koncentraci

2 mg/ml a lysostafin o konentraci 0,1 mg/ml. Inkubace probihala 10 minut pii 36 °C.

Z uvedenych experimentd je patrné, ze permeabilizace se provadi v zavislosti na vybraném
bakteridlnim kmeni a neni omezena pouze na postup popsany v této praci. Je mozné zmenit
koncentraci lysozymu, vyuzit i dal§iho enzymu nebo provést permeabilizaci za zvySené teploty.

Uvedené postupy permeabilizace by bylo vhodné vyuZit v navazujici praci.

4.1.4 Volba vhodného hybridiza¢niho pufru
Prvni hybridiza¢ni pufr byl zvolen z prace Vodova (2013). Po provedeni hybridizace nebylo
mozné pozorovat fluorescenci. Z tohoto diivodu byl zvolen hybridiza¢ni pufr uvedeny v praci

Oliveira et al. (2003).

Tento hybridizacni pufr postradd ve svém slozeni formamid a pouzZiva se nasledné i jako
promyvaci pufr. Pufr ma nizs8i viskozitu, diky ¢emuz nebylo mozné davkovat do jamek pufr
a nasledné do vzniklé kapky napipetovat sondu. Z tohoto ditvodu byla sonda nafedéna pfedem
napipetovanim piislusného mnozstvi do mikrozkumavky spolecné s hybridizacnim pufrem. Pfi

pouziti tohoto hybridiza¢niho pufru doslo k uspesné hybridizaci sondy.

Slozeni hybridizacniho pufru mize byt velice variabilni, jak vyplyva pfi porovnani slozeni
pufru pouzitého v praci Oliveira et al. (2003) a Vodova (2013), ktery vychazi z publikaci
Amann (1995) a Beimfohr et al. (1993). Hlavnim rozdilem ve slozeni uvedenych
hybridizacnich pufrt je v pfitomnosti formamidu. Zatimco pufr pouzity v praci Vodova (2013)

obsahuje formamid, je tato latka z hybridiza¢niho pufru dle Oliveira et al. (2003) vynechana.

Formamid je denaturacni ¢inidlo, které zvysuje piistupnost rRNA, ¢imz snizuje potiebnou
teplotu hybridizace. V praci Bottari et al. (2016) je uveden seznam sond spole¢né s koncentraci

formamidu pouzité v hybridizaénim pufru. Tyto koncentrace se nej¢astéji pohybuji vV rozmezi
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20-35 %. Nicméné neni vyjimkou, Ze formamid je z hybridiza¢niho pufru zcela vyloucen,

protoze je diky vlastnostem sondy, ¢i zvySené koncentraci soli nepotiebny.

4.1.5 Koncentrace sondy

Pro ureni optimalni koncentrace sondy se vychazelo zkoncentrace zakladniho
oligonukleotidu, ktera byla 637,8 ng/ul a dale pak z pouzité koncentrace sondy uvedené Vv praci
Oliveira et al. (2003), kde byla optimalni koncentrace uréena jako 5 ng/ul. Pfi optimalizacich
byla sonda nafedéna na koncentrace 63,78 ng/ul, 31,89 ng/ul, 15,945 ng/ul a 6,38 ng/ul.

Prvni pouzitou koncentraci bylo 63,78 ng/ul. Pii této koncentraci doslo k silnym
nespecifickym vazbam na kontrolni kmeny L. ivanovii, S. aureus i E. coli. Proto byla sonda
nafedéna na koncentraci 31,89 ng/ul. I pies nafedéni sondy nedoslo k odstranéni nespecifickych
vazeb. Stejného vysledku bylo dosazeno pfi pouziti koncentrace 15,945 ng/ul. Z tohoto divodu
byla koncentrace sondy snizena az na 6,38 ng/ul. Pfi této koncentraci byly vylouceny

nespecifické vazby s kontrolnimi kmeny a sila signalu u L. monocytogenes byla zachovana.

Sonda s oznacenim RL-2 pouzita v praci Oliveira et al. (2003) byla dale také pouzita v praci
Weiler et al. (2013), kde byla pouzita k detekci L. monocytogenes v biofilmech vytvofenych
v erstvém mléce. V této praci byla pouzita koncentrace sondy 25 ng/ul za stejnych
hybridiza¢nich podminek jako v praci Oliveira et al. (2003). Tato koncentrace mohla byt

pouZita pro zvyseni signdlu v biofilmu, ktery miiZe zhorSovat vazbu sondy na cilové misto.

V praci Fang et al. (2003) bylo pouzito davkovani 9 pl hybridiza¢niho pufru a 1 pl sondy
o koncentraci 8 umol/l, coz dava vyslednou koncentraci v kapce 0,8 pmol/l DNA sondy.
V praci Fuchizawa et al. (2008) byla pouzita sonda mRL-2 kdy bylo na sklicko aplikovano
10 ul hybridiza¢niho pufru s koncentraci sondy 1 pmol/l. Zde byla sonda nafedéna

hybridizaénim pufrem jiz pfedem a na sklicko byla davkovana vysledna smés.

4.1.6 Doba a teplota hybridizace
Z divodu pfetrvavajici nespecifické vazby sondy na kontrolni kmeny, byla provedena
optimalizace teploty a doby hybridizace. Pfi volbé vhodné teploty hybridizace se vychazi

Z teploty tani sondy. Zvolena hybridizacni teplota je nizsi nez teplota tani.

Publikace Oliveira et al. (2003) uvadi teplotu tani sondy RL-2 48 °C. Proto bylo pro

optimalizaci zvoleno rozpéti teplot a doby hybridizace, které uvadi Tabulka 7.
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Tabulka 7 Teploty a doba hybridizace sondy RL-2 pouzité pro optimalizaci metody

Teplota hybridizace (°C) Doba hybridizace (hodiny)

43 3 4 5
44 3 4 5
45 3 4 5
46 3 4 5
47 3 4 5

Z provedenych optimalizaci poskytovala nejlepsi vysledek teplota 43 °C s ¢asem 4 hodiny.
Doslo ke specifické vazbé na L. monocytogenes bez kiizové hybridizace na ostatni pouzité
kmeny. Vyslednou hybridizaci L. monocytogenes zobrazuje Obrazek 11. Tento vysledek se
neshoduje s publikaci Oliveira et al. (2003), kde byla pro hybridizaci zvolena teplota 45 °C.

C

Obrazek 11 Hybridizace bunék Listeria monocytogenes se sondou RL-2, hybridizace

pii 43 °C 4 hodiny (epifluorescen¢ni mikroskop, celkové zvétseni 400x)

A- piekryv bun€k obarvenych DAPI a bun€k s navazanou sondou; B- bunky s navazanou sondou; C- bunky

obarvené DAPI; celkové zvétSeni 400x
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Fuchizawa et al. (2008) taktéz provadéli detekei L. monocytogenes pomoci FISH. V tomto
pfipad¢ byla provedena hybridizace pti 46 °C 1 hodinu. Praice Wang (2009) zamétend na

detekci Staphylococcus spp. pracuje s teplotou hybridizace 50 °C a ¢asem hybridizace 90 minut.

Prace Wu et al. (2010) zabyvajici se detekci Escherichia coli, Staphylococcus aureus
a Enterococcus faecalis (E. faecalis) popisuje rozdilné podminky hybridizace u téchto tii
kmeni. Gramnegativni E. coli byla hybridizovana pii 48 °C 60 minut. Grampozitivni kmeny

S. aureus a E. faecalis byly hybridizovany pii teploté 55 °C také 60 minut.

Z uvedenych praci je patrné, ze hybridizacni teploty a Casy se 1i8i dle detekovanych bakterii

a také podle pouzitych sond.

41.7 Doba promyvani
Pro zlepSeni vymyti nespecificky navadzanych sond, které mohou zplsobovat faleSné
vysledky, byl optimalizovan ¢as promyvani. Jako promyvaci roztok byl zvolen hybridiza¢ni

pufr, pouzity v praci Oliveira et al. (2003).

Promyvaci krok byl provadén pii teploté 43 °C po dobu 15, 20 nebo 30 minut. Po vyjmuti

sklicek z promyvaciho pufru byla sklicka oplachnuta ve sterilni destilované vod¢.

Po mikroskopickém vyhodnoceni, nebyly v jednotlivych preparatech pozorovany zadné
vyznamné zmény. Jiz po patnacti minutach doslo k vymyti nespecificky navazanych sond,
V nasi praci jsme jako optimalni zvolili ¢as 20 minut. Promyvaci krok ovliviiuje spiSe odstranéni

nehybridizovanych sond ze shluktl bakterii, kde se mohou zadrzovat.

Publikace Wang (2009) zabyvajici se detekci Staphylococcus spp. uvadi teplotu promyvani
50 °C a ¢as 10 minut. Tato teplota se shoduje s teplotou pouzitou pii hybridizaci. Obdobné
podminky uvadi i prace Rohde et al. (2016) kde bylo promyvani provadéno pti 52 °C 10 minut.
I zde je teplota promyvani shodna s teplotou hybridizace.

Frickmann et al. (2013) ve své praci, zabyvajici se detekci rodu Salmonella, uvadi teplotu

promyvani 46 °C po dobu 15 minut.
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4.1.8 Specificnost sondy RL-2
Pro zjisténi specifi¢nosti sondy RL-2, ktera byla ptevzata z prace Oliveira et al. (2003), byly
pouzity kmeny mikroorganismt z n€kolika rodu, jak grampozitivnich, tak gramnegativnich

a n¢kolik druht z rodu Listeria. Pouzité kmeny a vysledky hybridizace uvadi Tabulka 8.7

Tabulka 8 Specifi¢nost sondy RL-2 s pouzitymi mikrobialnimi kmeny

Mikroorganismus Vysledek
Bacillus cereus -
Citrobacter brakii -
Escherichia coli CCM 2024 -
Escherichia coli CCM 3954 -
Escherichia coli CCM 4517 -
Listeria innocua -
Listeria ivanovii -
Listeria monocytogenes +
Listeria welshimeri -
Pseudomonas aeruginosa -
Rhodococcus equi -
Seratia marcescens -
Streptococcus agalactiae -

Pfi prvnim pouziti sondy doslo k nespecifickym hybridizacim se zastupci rodu Listeria, které

se povedlo odstranit pfi zmén¢ hybridiza¢niho pufru a fixa¢niho roztoku.

K vyrazné nespecifické hybridizaci dochazelo u kmend E. coli. Tyto nespecifické interakce
byly odstranény pti optimalizaci teploty hybridizace na 43 °C. Ur¢ité nespecifické vazby se
vyskytovaly i u dalSich zastupct celedi Enterobacteriaceae. Stejné jako u E. coli byla tato
nespecifi¢nost u zastupct ¢eledi Enterobacteriaceae odstranéna pii zméné hybridizacni teploty.
Nami zvolena hybridizacni teplota se neshoduje s teplotou zvolenou autory sondy. V praci

Oliveira et al. (2003) je uvedena jako optimalni hybridiza¢ni teplota 45 °C.

Prace Oliveira et al. (2003) uvadi 100% specificitu pii pouziti 58 referen¢nich kmenti
a sérotypt. Déle bylo pouzito 17 sérotypti L. monocytogenes. Referencni kmeny, které autoti
ve své praci pouzili, uvadi Tabulka 9. Zadny z pouzitych referen¢nich kmenii nevykazoval

ktizovou hybridizaci a 15 sérotypii L. monocytogenes poskytlo silny signal hybridiza¢ni sondy.

cv w7
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fluorescence. Dle uvefejnéné prace se kromé této niz$i intenzity fluorescence, nevyskytly zadné

problémy pii zavedeni sondy RL-2.

Tabulka 9 Referen¢ni bakterialni kmeny pouzité v praci Oliveira et al. (2003)

Bakterialni kmen

Bakterialni kmen

Citrobacter freundii

Pantoea aglomerans

Edwardsiella tarda

Proteus mirabilis

Enterobacter cloacae

Proteus vulgaris

Enterococcus hirae

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecium

Salmonella Anatum

Enterococcus faecalis

Salmonella Derby

Enterococcus gallinarum

Salmonella Dublin

Enterococcus durans

Salmonella Enteritidis

Enterococcus avium

Salmonella Heidelberg

Enterococcus casseliflavas

Salmonella Infantis

Enterococcus pseudoavium

Salmonella Newport

Escherichia coli

Salmonella Typhimurium

Klebsiella pneumoniae

Serratia marcescens

Klebsiella aerogenes

Shigella dysenteriae

Listeria grayi

Staphylococcus aureus

Listeria innocua

Staphylococcus epidermidis

Listeria ivanovii

Streptococcus faecalis

Listeria seeligeri

Streptococcus faecium

Listeria welshimeri

Yersinia enterocolitica

Morganella morganii

4.1.9 Detekce Listeria monocytogenes ve smési bakterii

Pro detekci L. monocytogenes ve smési byly zvoleny jako kontrolni bakterie L. welshimeri,

L. innocua, S. aureus a S. Typhimurium. Z téchto kment byly vytvofeny smési o rizném

poméru. Testované smési bakterii uvadi Tabulka 10 a Tabulka 11.

Tabulka 10 uvadi smési bungk, které byly hybridizovany pii 45 °C 4 hodiny. Tyto

podminky byly zvoleny dle publikace Oliveira et al. (2003). U takto provedené hybridizace

doslo k dostatecnému rozliSeni L. monocytogenes a kontrolnich kmend L. welshimeri

aS.aureus. Tyto vysledky ovSem nebyly shodné s experimenty Kk potvrzeni specifi¢nosti

sondy. V téchto experimentech dochazelo pfi pouziti téchto hybridizacnich podminek

k nespecifickym vazbam na dal$i pouzité kmeny.
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Z tohoto dliivodu byla teplota hybridizace opét optimalizovana. Po provedeni experimentti

a vyhodnoceni vysledk byla jako optimalni teplota hybridizace zvolena 43 °C a doba 4 hodiny.

V piipadé pouziti této teploty vykazovaly vSechny pouzité bakterialni kultury 100% specificitu.

Proto bylo opét ptistoupeno k detekci L. monocytogenes ve smési. Vybrané kmeny pouzité

v tomto experimentu uvadi Tabulka 11. Bohuzel vtomto piipadé detekce smési doslo

k nespecifickym vazbam na L. innocua i S. Typhimurium. Tyto vysledky mohou poukazovat

na rozdilnou afinitu sondy pii pouziti s ¢istymi kulturami a pii pouziti na smes bakterialnich

kmeni. Z tohoto divodu by bylo vhodné v navazujici studii provést dalsi optimalizaci

hybridiza¢nich podminek, pfi pouziti FISH pro detekci L. monocytogenes ve smési bakterii.

Tabulka 10 Smési bakterii s Listeria monocytogenes 1- hybridizace provedena pii 45 °C

4 hodiny

Jamka Smés v jamce Pomér
1 L. monocytogenes : L. welshimeri 1:1

2 L. monocytogenes : L. welshimeri 2:1

3 L. monocytogenes : L. welshimeri 1:2

4 L. monocytogenes : L. welshimeri : S. aureus 2:1:1
5 L. monocytogenes : L. welshimeri : S. aureus 1:1:1
6 L. monocytogenes : S. aureus 1:1

7 L. monocytogenes : S. aureus 2:1

8 L. monocytogenes : S. aureus 1:2

Tabulka 11 Smési bakterii s Listeria monocytogenes 2- hybridizace provedena pii 43 °C

4 hodiny
Jamka Smés v jamce Pomér
1 L. monocytogenes : L. innocua 1:1
2 L. monocytogenes : L. innocua 1:2
3 L. monocytogenes : L. innocua 1:3
4 L. monocytogenes : L. innocua 2:1
5 L. monocytogenes : S. Typhimurium 1:1
6 L. monocytogenes : S. Typhimurium 1:2
7 L. monocytogenes : S. Typhimurium 1:3
8 L. monocytogenes : S. Typhimurium 2:1
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Obrazek 12 Hybridizace smési Listeria monocytogenes a Listeria welshimeri se sondou
RL-2 v pomé&ru 2:1, hybridizace pti 45 °C 4 hodiny (epifluorescencni mikroskop, celkové
zvétSeni 400x)

A- prekryv bun€k obarvenych DAPI a bun€k s navazanou sondou; B- bunky s navazanou sondou; C- bunky

obarvené DAPI
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4.2 Zavedeni PNA-FISH pro detekci rodu Salmonella

Dalsim cilem této diplomové prace bylo zavedeni metody PNA-FISH pro detekci
Salmonella spp. na zakladé publikace Almeida et al. (2010). Bohuzel ani pfi 100% dodrzeni
postupu popsaného v uvedené publikaci, ani po zavedeni nékolika modifikaci, které jsou
popsany nize, nebyla metoda PNA-FISH schopna detekovat nami vybrané kmeny
S. Typhimurium a S. Enteritidis, nebot’ nedoslo k hybridizaci s PNA sondou.

4.2.1 Volba fixa¢niho roztoku a doby fixace

Jako prvni zpusob fixace byl pouzita postup dle Almeida et al. (2010), kde bylo vyuzito
4% roztoku paraformaldehydu a fixace byla provedena po dobu 1 hodiny s naslednou fixaci
v 50% ethanolu 30 minut. Po provedeni hybridizace nebylo mozné pozorovat fluorescenci

bungk. Z tohoto diivodu byla zvolena fixace v 2% formaldehydu dle prace Vodova (2013).

Bakterialni suspenze byla fixovana ve 2% formaldehydu 24 hodin pfi teplot¢ 4 °C. Bohuzel

ani po provedeni dal$iho zpisobu fixace nedoslo k navazani sondy.

Uvedené zpusoby fixace byly dostacujici pro navazani DAPI barviva, coz znaci, Ze fixace
probéhla. Tym autorti Almeida et al. (2010) ve své praci neuvadi zadné problémy pfi fixaci

pomoci 4% paraformaldehydu.

V praci Perry-O’Keefe et al. (2001) zamefené na pouziti PNA-FISH pro detekci
P.aeruginosa, E. coli, S. aureus a Salmonella spp. byla vyuzita fixace pomoci
4% paraformaldehydu a 50% ethanolu. V tomto hybridiza¢nim protokolu byly pouzity stejné
fixacni podminky jako v praci Almeida et al. (2010). Vysledky autorti ukazuji, ze fixa¢ni postup
je dostacujici.

Tym autort Almeida et al. (2013) popisuje také fixaci ptimo na sklicku. V tomto pfipad¢ je
bakterialni suspenze aplikovana na sklicko a po uschnuti je sklicko postupné ponoieno do

roztoku 4% paraformaldehydu a 50% ethanolu vzdy na 10 minut.

Védecky tym Lehtola et al. (2005) zabyvajici se detekci Campylobacter spp. vyuzil pro
fixaci roztok ethanolu. Bakteridlni suspenze byla nanesena na sklicko a usuSena. Nasledné bylo

sklicko ponofeno do 90% ethanolu na 10 minut.
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Z uvedenych praci a prace Almeida et al. (2010) je patrné, Ze nami pouzité zpusoby fixace
jsou vice nez dostacujici. Proto bylo pfi optimalizaci postoupeno k permeabilizaci bunééné

membrany pro zlepsSeni prostupu hybridizac¢ni sondy.

422 Zpisob permeabilizace bunééné membrany
Po neuspésné hybridizaci i pfes zménu zplsobu fixace, bylo do postupu zahrnuto

I enzymatické natraveni bunééné membrany, pro usnadnéni vstupu PNA sondy.

Po provedeni fixace, jak 2% formaldehydem, tak 4% paraformaldehydem, bylo do jamek
podlozniho skla aplikovano 10 pl lysozymu (10 mg/ml) a ponechano inkubovat 45 minut pfi
laboratorni teploté. Po inkubaci bylo sklicko postupné oplachnuto v 50%, 80% a 96% ethanolu.
Nésledné byla provedena hybridizace pii 57 °C po dobu 30, 60 ¢i 90 minut. Pfi vizualizaci pod
fluorescenénim mikroskopem nebyla opét pozorovana hybridizace bunék u Zadného
z provedenych ¢astl, pricemz ¢as 90 minut je trojndsobny oproti ¢asu pouzitému v praci
Almeida et al. (2010). Vysledek po provedeni 30 minutové hybridizace zobrazuje Obrazek 13.
Tento vysledek potvrzuje, Ze neschopnost hybridizace neni zptsobena fixaci ani nedostate¢nou

permeabilizaci bunééné membrany.

A

Obrazek 13 Hybridizované buniky Salmonella Typhimurium se sondou SalPNA1873 po fixaci
ve 4% paraformaldehydu a po permeabilizaci lysozymem, hybridizace pii 57 °C 30 minut
(epifluorescen¢ni mikroskop, celkové zvétseni 400x)

A- buiiky obarvené DAPI; B- buiiky hybridizované sondou SalPNA1873

71



Publikace Perry-O’Keefe et al. (2001) hovoii o PNA sondach a jejich schopnosti
hybridizovat bunky bez jejich permeabilizace. Tato vlastnost je dana jejich nenabitou

strukturou a malou velikosti.

Tyto zavéry vedou k tomu, Ze permeabilizace pomoci lysozymu, neni u gramnegativnich

bakterii nutna. Z tohoto diivodu byla provedena zména hybridiza¢nich podminek.

4.2.3 Doba a teplota hybridizace
Dalsim optimalizovanym krokem byla doba a teplota hybridizace. Pokud neni hybridizace
dostatecné dlouhd, nemusi dojit k navazani sondy na cilovou sekvenci. Stejné tak muze

hybridizaci ovliviiovat i teplota.

Pfi optimalizaci byl proveden rozsah teplot 53-59 °C a u kazdé pouzité teploty byly
provedeny tfi hybridizaéni ¢asy 30, 60 a 90 minut. Zadny z uvedenych hybridizaénich &ast
a teplot nevedl k navazani sondy. U vSech uvedenych teplot doslo k tspésnému navazani DAPI

barviva.

Prace Almeida et al. (2010) ze které byla pievzata sonda a hybridizaéni podminky hovofi
0 optimalni hybridizaci pfi 57 °C po dobu 30 minut. Pfi provedenych experimentech oviem
nedoglo k hybridizaci pfi zadné z provedenych teplot ani pti 90-ti minutové hybidizaci. Cas

90 minut je nadstandartni oproti jinym pracim pouzivajicich PNA sondy.

Podminky pouzité tymem Perry-O’Keefe et al. (2001) uvadi hybridizaéni ¢as 30 minut
s teplotou 55 °C. Obdobné podminky lze vidét i v praci Almeida et al. (2009), kde byly
provedeny optimalizace s ¢asy 30, 45, 60 a 90 minut pii 57 °C. I zde byl vybran ¢as 30 minut

jako optimalni jak pii hybridizaci na sklicku, tak v suspenzi.

Tym Zhang et al. (2015) zabyvajici se detekci Vibrio spp. optimalizovali své hybridizacni
podminky v rozmezi 52-58 °C s ¢asem 15-90 minut. Jako optimalni podminky po provedenych

experimentech uvedli teplotu 55 °C s ¢asem hybridizace 45 minut.

Z téchto uvedenych praci a z vlastnich experimentt 1ze usuzovat, ze netispésna hybridizace

nebyla zplisobena nevhodnou hybridizaéni teplotou, ani ¢asem.

72



4.2.4 Koncentrace sondy
Optimalizaci byla podrobena i vhodna koncentrace sondy. Pti optimalizaci byly pouzity
koncentrace sondy 200, 400 a 800 nM.

Pti provadéni jednotlivych optimalizaci byly postupné zvySovany koncentrace sondy, pro
zlepSeni jejich hybridizace na cilové misto. Zadna zuvedenych koncentraci nevedla
k hybridizaci. Prace Almeida et al. (2010) uvadi koncentraci sondy 200 nM. Stejna koncentrace
se vyskytuje i u jinych praci vyuzivajicich PNA sondy. V naSem pi¥ipad¢ nedoslo k hybridizaci

ani pfi Ctyinasobné koncentraci sondy oproti publikované praci Almeida et al. (2010).

Prace Lehtola et al. (2005) zabyvajici se detekci Campylobacter jejuni, Campylobacter coli
a Campylobacter lari uvadi pouziti PNA-FISH. Pouzity hybridiza¢ni pufr mél stejné slozeni
a koncentraci, jako pufr pouzity v praci Almeida et al. (2010), s koncentraci sondy také
200 nM. Do jamek bylo nakapano 25 pl hybridiza¢niho pufru a podlozni sklicko bylo ptekryto
krycim sklem. Nésledna hybridizace probihala pfi 50 °C 90 minut.

Dalsi praci, kde byly pouzity PNA sondy je prace autord Perry-O’Keefe et al. (2001). Zde
byly navrhnuty PNA sondy specifické pro E. coli, P. aeruginosa, S. aureus a Salmonella spp..
Dale pak eubakterialni sonda. V této praci probihala hybridizace v suspenzi. Buniky byly
fixovany ve 4% paraformaldehydu a poté v 50% ethanolu. Z této suspenze bylo poté odebrano
100 pl, které byly centrifugovany. Sediment byl posléze resuspendovan ve 100 pl
hybridiza¢niho pufru. Tento pufr mél odlisné slozeni, nez pufr pouzity v praci Almeida et al.
(2010) a Lehtola et al. (2005). Obsahoval 25 mM Tris-HCI o pH 9,0, 100 MM NacCl, 0,5 % SDS
a koncentrace sondy se v zavislosti na pouzité¢ variant¢ pohybovala mezi 50-300 nM.

Hybridizace probihala pti 55 °C 30 minut.

Prace tymu Rocha et al. (2016) hovoti o vlivu koncentrace sondy, dextran sulfatu a pH
V hybridiza¢nim pufru, na hybridizaci PNA sond. Popisuji rozdilnou dynamiku priiniku sondy
do bunky v zavislosti na slozeni bunéfné stény, coZ je rozdilné u grampozitivnich
a gramnegativnich bakterii. Prostup sondy do bunky lze rozdélit do tii ¢asti. Prvni je difuze
Vv hybridiza¢nim roztoku, druhym je difuze pfes membranu buiky a tfetim je difuze
Vv cytoplasmé bunky. Pfi hybridizaci grampozitivnich bakterii je limitnim krokem priinik sondy
pifes bunéfnou membranu. Tento krok je ztizen mnoZzstvim peptidoglykanu v bunécné
membrané. Tyto problémy lze vyieSit zvySenim koncentrace sondy. Stejné tak zvySenim
viskozity hybridiza¢niho pufru pomoci dextran sulfatu. Ten v hybridizacnim pufru zvySuje

viskozitu, ¢imz zvySuje zdanlivou koncentraci fluorescen¢ni sondy. Na zavér je uvedeno, ze
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Vv praci byla pouzita koncentrace sondy 300 nM. Pfi¢emz autofi tuto hodnotu uvadi jako

vysokou.

Z téchto dat lze usuzovat, ze pro uspé€Snou hybridizaci gramnegativnich bunc¢k rodu
Salmonella by némélo byt zapotiebi zvySovat koncentraci sondy z 200 nM az na 800 nM, ktera
byla pouzita na zavér v nasich experimentech. Proto Ize fici, Ze netispéch v hybridizaci nebyl

zpusoben koncentraci sondy.

74



5 ZAVER
Tato prace se zabyvala zavedenim a optimalizaci metody FISH pro detekci Listeria

monocytogenes a Salmonella spp. pomoci oligonukleotidovych sond navrzenych v pracich
Oliveira et al. (2003) a Almeida et al. (2010).

Zavedeni FISH pro detekci L. monocytogenes bylo provedeno na zakladé prace Oliveira et
al. (2003). Po optimalizaci metody bylo dosazeno uspésné detekce L. monocytogenes.
Optimalni denzita bunék pro detekci byla 108 CFU/ml. P#i této koncentraci buiiky netvofi
shluky a jsou rovnomérné rozptyleny. Jako vhodny zpusob fixace byla stanovena fixoace
4% roztokem paraformaldehydu po dobu jedné hodiny. Dale byl optimalizovan zptsob
permeabilizace bunééné membrany pomoci lysozymu o koncentraci 10 mg/ml po dobu
45 minut. Hybridizace probihala pfi teploté 43 °C po dobu 4 hodin s koncentraci hybridiza¢ni
sondy 6,378 ng/ul. Oplach nenavazanych sond byl proveden po dobu 20 minut pii 43 °C.
Optimalizovany protokol pouzity v této praci, neni shodny s protokolem pouzitym v praci
Oliveira et al. (2003) ve které byla nami pouzita sonda poprvé navrzena. Protokol, ktery autofi
popisuji ve své praci se ukazal pro nasi detekci jako nedostate¢ny, a proto byly v nékterych jeho
¢astech provedeny zmény. Nami navrzeny protokol se zaklada na pracich Oliveira et al. (2003),
Vodova (2013) a Almeida et al. (2010). I ptes Gsp&$né zavedeni metody FISH bude na tuto
praci navazovat dalsi studie, kterd bude mit za Ukol zkratit celkovou dobu experimentu

a zabranit nespecifim vazbam pii detekci L. monocytogenes ve smési s jinymi kmeny bakterii.

Zavedeni PNA-FISH pro detekci Salmonella spp., bylo provedeno na zakladé postupu
popsaného v praci Almeida et al. (2010). I pfes modifikace popsané vyse v praci, nebylo
dosazeno Uspé&$né hybridizace. Vzhledem k t€émto popsanym modifikacim lze usuzovat, Ze
neschopnost provést hybridizaci nebyla zplisobena nevhodnou fixaci, nedostate¢nym casem
hybridizace ani nizkou koncentraci sondy. Metodu je nutné dale optimalizovat, nebot’ jsou

dostupné uspésné studie vyuzivajici podobné podminky.

I pfes neuspésnou detekci Salmonella spp. ktera nepotvrzuje zavéry autori Almeida et al.
(2010), kteti navrhli pouzitou sondu, hodnotim metodu FISH jako perspektivni metodu pro
detekci patogennich mikroorganismii. Tato metoda je schopna dosahnout stejnych vysledki
jako bézné pouzivané kultiva¢ni metody, pokud je pted hybridizaci zatazen pomnoZovaci krok.
Diky tomu lze ziskat vysledky do 48 hodin. Dal§imi optimalizacemi by mohlo byt vyuziti FISH

pii detekci mikroorganismil v piitomnosti potravinové matrice.
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Ptiloha 2 Podlozni sklicko s epoxidovou maskou
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Priloha 3 Rozdily v poctu bun€k Listeria monocytogenes pii pouziti riznych denzit

(epifluorescen¢ni mikroskop, celkové zvétseni 400X, buiky obarveny DAPI barvivem)

A- 108 CFU/ml; B- 107 CFU/ml; C- 108 CFU/ml
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Priloha 4 Rozdily v poc¢tu bun€k Staphylococcus aureus pii pouziti riznych denzit

(epifluorescen¢ni mikroskop, celkové zvétseni 400X, buiky obarveny DAPI barvivem)

A- 108 CFU/ml; B- 107 CFU/ml; C- 108 CFU/ml
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Piiloha 5 Hybridizace bunék Listeria monocytogenes, denzita 108 CFU/ml, hybridizace pfi
43 °C 3 hodiny po fixaci ve 4% paraformaldehydu 1 hodinu pii laboratorni teploté

a permeabilizaci lysozymem (epifluorescenéni mikroskop, celkové zvétseni 400x)

A- piekryv bunék obarvenych DAPI a bunék s navazanou sondou; B- buiiky s navazanou sondou; C- buiiky

obarvené DAPI; celkové zvétseni 400x
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Piiloha 6 Hybridizace bunék Listeria monocytogenes, denzital0® CFU/ml, hybridizace pfi
43 °C 3 hodiny po fixaci 2% formaldehydem 24 hodin pti 4°C a permeabilizaci lysozymem
(epifluorescen¢ni mikroskop, celkové zvétseni 400x)

A- piekryv bunék obarvenych DAPI a bunék s navazanou sondou; B- bufiky s navazanou sondou; C- bunky
obarvené DAPI

89



