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Polymerazova retazova reakcia
ako metdda na analyzu potravin

TOMAS KUCHTA

SUHRN. Polymerazova retazova reakcia (PCR) je metdda, ktord v nadvéznosti na izoldciu
DNA umoziiuje analyzu zloziek potravin rastlinného, Zivo¢iSneho alebo mikrobidlneho
povodu, a tiez identifikdciu mikroorganizmov v potravindch. V ¢lanku sa prezentuje
charakteristika PCR a real-time PCR z hladiska zloZenia reak¢nej zmesi, termocyklérov,
protikontaminacnych opatreni, spésobov na zdbranu inhibicie a druhov amplifikacnej
kontroly. Pozornost sa venuje tiez PCR v usporiadani multiplex a kvantitativnej real-time
PCR.
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Hlavnymi zlozkami potravin su zloZky mikrobidlneho, rastlinného a Zivo-
¢iSneho povodu. Kedze tieto obsahuju bunkovy materidl, je moZné na ich
analyzu pouZit metddy analyzy DNA. K najrozsirenejSim metddam analyzy
DNA v sti¢asnosti patri polymerdzova retazova reakcia (PCR) [1]. V posled-
nom Case sa tdto metdda zacina uplatiovat v analyze potravin, a to na rychly
dokaz patogénnych mikroorganizmov [2], dokaz a kvantifikdciu geneticky
modifikovanych organizmov (GMO) [3] a na identifikdciu réznych zloziek
potravin v suvislosti s ich alergénnostou [4] alebo autentifikdciou potra-
vin [5].

Hoci vyuzitie PCR na analyzu potravin je eSte len v zaciatkoch, vzhla-
dom na svoj potencidl a na zdklade analdgie s modernymi inStrumentdlnymi
metodami chemickej analyzy potravin mozno predpokladat, Ze mozno uz
v blizkej buducnosti sa zaradi k beznym a rozSirenym metodam analyzy
potravin.
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V predkladanom ¢ldnku sa prezentuje charakteristika PCR a real-time
PCR, zloZenia reak¢nej zmesi a jednotlivych reakénych zloziek (termo-
stabilnd DNA polymerdza, priméry a sondy, hore¢naté kationy, deoxyribo-
nukleotidy), teplotného programu, termocyklérov pre klasicki PCR
a pre real-time PCR, protikontaminaénych opatreni vratane uracil-DNA-
-glykozylazového protikontamina¢ného systému, sposobov na zabranu inhi-
bicie PCR a druhov amplifika¢nej kontroly. Pozornost sa venuje tiez PCR
v usporiadani multiplex a kvantitativnej real-time PCR, vrdtane diskusie
problematiky internych Standardov.

Princip a zakladna charakteristika
polymerazovej refazovej reakcie (PCR)

Klasickd PCR
Polymerdzova retazova reakcia (Polymerase Chain Reaction, PCR [6, 7])
je metdda na rozmnoZzenie (amplifikdciu) definovaného useku DNA v pod-
mienkach in vitro. Pomocou PCR je mozné vytvorit desiatky miliénov képif
useku DNA v priebehu niekolkych desiatok minut.
PCR pozostava z opakujucich sa cyklov, z ktorych kazdy sa sklada z nasle-
dujucich krokov prebiehajucich pri definovanej teplote:
1. rozpletenie (denaturdacia) DNA, t.j. konverzia dvojvldknovej DNA
na jednovldknovu pri teplote 94-95 °C,
2. prilnutie (annealing) oligonukleotidovych primérov k homologickym
usekom DNA pri teplote 37-70 °C,
3. dosyntetizovanie (polymerizdcia) druhého vldkna DNA z nukleotidov
pomocou termostabilnej DNA polymerdzy pri teplote 60-72 °C.

Na amplifikdaciu vybraného diseku DNA sa pouZiju dva oligonukleotido-
vé priméry, z ktorych jeden je homologicky k useku jedného vldkna DNA
a druhy je homologicky k inému, vhodne vzdialenému (spravidla 70 bp az
3000 bp) useku druhého vldkna DNA. Pouzitie takychto primérov vedie
vprvom cykle PCR ku vzniku dvoch druhov fragmentov DNA, ktorych
vldkno zaéina jednym alebo druhym uvedenym primérom a dosahuje dizku
niekolko sto az niekolko tisic bazovych pdrov, aku sa podari nasyntetizovat
pocas trvania polymerizacie. V druhom cykle PCR prilnu oligonukleotidové
priméry okrem pdvodnej DNA aj na nové, kratSie fragmenty DNA, na kto-
rych polymerizécia skon¢i skor a vzniknu fragmenty DNA zacinajuce jednym
primérom a konciace sekvenciou homologickou k druhému priméru (obr. 1)
[8]. V dalSom priebehu PCR sa ako templdt uplatiuji prakticky vylucne



Polymerdzova retazova reakcia ako metdda na analyzu potravin

nové, kratke fragmenty DNA, v kazdom cykle sa ich pocet zdvojndsobi,
amplifikdcia ma exponencidlny charakter a pocet fragmentov N, v cykle n
tejto Casti PCR je mozZné vypocitat ako N, = Ny.2", kde Ny je pocet fragmen-
tov DNA na zaciatku exponencidlnej ¢asti PCR [1].
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OBR. 1. Schématické zndzornenie prvych troch cyklov PCR.
V druhom a tretom cykle su z dévodu prehladnosti znazornené len novovzniknuté
kratSie fragmenty DNA.

F1G. 1. A scheme of the first three cycles of PCR.
For clarity reasons, only newly synthesized shorter DNA fragments are shown for the second
and the third cycles.
1 - cycle, 2 - denaturation and binding of primers, 3 - DNA synthesis, 4 - molecules of the fragment.
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PCR sa prakticky realizuje v programovatelnom termostate, termocyklé-
ri. V klasickej verzii sa vzorka DNA po ukonceni PCR analyzuje elektro-
forézou v agarézovom géli a hodnoti sa pritomnost alebo nepritomnost
fragmentu DNA urcitej molekulovej hmotnosti.

Hlavnou aplikédciou PCR je rychly (15 min az 2 h), vysokocitlivy (detekény
limit > 109 molekiil) a vysokoselektivny dokaz urcitého definovaného frag-
mentu DNA v zmesi s inymi fragmentmi DNA, ktoré mozu byt vo velkom
(= 105-ndsobnom) nadbytku. Pri analyze potravin sa PCR pouZiva na dokaz
urcitého druhu DNA, ktory je charakteristickym komponentom urcitého
druhu mikroorganizmov, rastlin alebo zivocichov.

Real-time PCR

V poslednych rokoch sa vo vyskume a analytickej praxi ¢oraz viac pouziva
tzv. real-time PCR, ¢o je PCR s priebeZznym monitorovanim fluorescencie.
Na rozdiel od vysSie opisanej klasickej, tzv. end-point PCR, sa pri tejto
metdde pritomnost amplifikovanych fragmentov DNA zistuje na zdklade
narastu fluorescencie po¢as PCR. Zdrojom fluorescencie je komplex DNA
s interkalacnym farbivom SybrGreen I (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
alebo rozne fluorescencne oznacené sondy alebo priméry. V pripade real-
-time PCR s farbivom SybrGreen sa v priebehu PCR nespecificky sleduje
mnozstvo vSetkej DNA vo vzorke a po ukonceni PCR sa vykond analyza
amplifikovanych fragmentov DNA na zdklade stanovenia zdvislosti fluo-
rescencie od teploty (melting curve analysis). Spomedzi viacerych navrhnu-
tych sposobov real-time PCR s fluorescenne oznacenymi sondami alebo
primérmi sa na zdklade prakticky overenej robustnosti najviac rozsirila tzv.
5’-nukledzovd PCR [9]. Tato metdda vyuziva v PCR oligonukleotidové sondy
tzv. typu TagMan, ktoré su homologické k casti amplifikovaného fragmentu.
Sondy su oznacené fluorescenénym farbivom naviazanym na 5’-konci, pric-
om na 3’-konci je naviazany zhdSac, ktory zabezpecuje, Ze intaktnd sonda
v reakénej zmesi nefluoreskuje v danej oblasti vinovych dizok. Sondy sa na-
vrhuju tak, aby mali teplotu topenia o nieco vys$Siu ako priméry a pouziva sa
teplotny program PCR s dvojkrokovymi cyklami. Prvym krokom kazdého
cyklu je denaturécia, v druhom kroku dojde najprv k prilnutiu sondy a na-
sledne k prilnutiu primérov i polymerizécii. Ked DNA polymeraza pri po-
lymerizécii nadabi na naviazanui sondu, postupne ju ,,pred sebou“ hydro-
lyzuje, pricom sa do roztoku uvoln{ fluorescen¢né farbivo. Fluorometrické
stanovenie tohoto farbiva umozZiuje sledovat amplifikdciu pocas PCR,
pricom koncentrdcia fluorescen¢ného farbiva je imernd mnoZstvu danych
amplifikovanych fragmentov DNA. PouZitie viacerych sond oznacenych roz-
nymi fluorescenénymi farbivami umoziuje sledovat amplifikdciu viacerych
fragmentov DNA sticasne [10].
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Hlavnymi vyhodami real-time PCR je minimalizécia rizika kontamindcie
laboratérneho prostredia amplifikovanymi fragmentmi DNA vdaka uza-
tvorenosti systému, a mozZnost kvantifikacie Specifického fragmentu DNA
na zaklade priebehu amplifika¢nych kriviek (pozri dalej).

Zloziky reakcénej zmesi

Termostabilné DNA polymerdzy

Predpokladom pre vykonanie PCR je pouZitie termostabilnej DNA poly-
merdzy, ktord si po¢as PCR a najmi pocas denatura¢nych krokov zachovéava
aktivitu. NajcastejSie sa pouziva termostabilnd DNA polymeraza izolovana
z termofilnej baktérie Thermus aquaticus a oznacuje sa ako Tug DNA poly-
merdaza. Mierne odli$né vlastnosti m6Zu mat enzymové preparaty pripravené
z inych druhov tohoto rodu. Z technologickych dévodov sa enzym pripravu-
je v rekombinantnej Escherichia coli a len v $pecidlnych pripadoch, ked by
pripadna pritomnost stop DNA z E. coli mohla prekazat, sa pouziva enzym
izolovany z pdvodnej termofilnej baktérie.

Optimaélna teplota pre aktivitu 7ag DNA polymerazy je 65-72 °C a opti-
madlne pH je okolo 9,0. Teplotnd stabilita enzymu je pri 100 °C priblizne
5 min, potom dochddza k inaktivacii enzymu, ale pri 95 °C sa tento ¢as pod-
statne predlzuje. Pre svoju aktivitu vyZaduje 7ag DNA polymerdza pritom-
nost iénov Mg2+,

Na analyzu potravin sa v sucasnosti rozsirilo pouzivanie tepelne aktivo-
vanych Tag DNA polymerdz, ktoré su pri laboratdrnej teplote neaktivne az
do zahriatia na teplotu 94-95 °C na urcenu dobu. Pri pouziti tepelne aktivo-
vanej Taqg DNA polymerdzy sa silne obmedzuje amplifikacia neSpecifickych
fragmentov DNA s ¢iastoénou homoldgiou v oblasti primérov, ku ktorej
inak m&ze dojst na zaciatku PCR pocas pripravy reakénej zmesi i pri tep-
lote 0-5 °C. Niektoré tepelne aktivované 7ag DNA polymerazy su uvedené
v tab. 1.

Pre klasickid PCR sa odportca pouzivat 7ag DNA polymerazu v mnozstve
minimdlne 1 U na jednu reakénu davku. Pre 5’-nukledzovu real-time PCR
sa odporuca 1,25-2,5 U Tag DNA polymerdzy na jednu reakénu ddvku.

Priméry, sondy

Selektivitu PCR urcuje volba oligonukleotidovych primérov a v pripade
5’-nukledzovej real-time PCR aj volba sondy. Tieto sa navrhuju na zdklade
znamych sekvencii DNA cielového organizmu, pricom sa pouZiva Specia-
lizovany softvér, napr. Primer Express (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) alebo Beacon Designer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Softvér



KucHra, T.

Tas. 1. Niektoré tepelne aktivované 7ag DNA polymerazy.

TaB. 1. Some temperature-activated 7ag DNA polymerases.

Preparit! Vyrobca? Sposob inaktivécie3 Doba aktivécie*
AmpliTaq Gold /F*é’sf;gfdcﬁ;osé’ieﬁss '\ | chemickd modifikdcia® 5-10 min
FastStart Taq i‘ﬁfhgﬁgrf\?;;c:cko chemickd modifikdcia 2-4 min
T
HotStar Tag gﬁ‘c%:;l Nemecko chemickd modifikdcia 15 min
iTaq Ei:r-cl?:lls;, CA. USA vézba protildtky’ 3 min
Platinum Taq ICI]:rli[srgaggjl’C A, USA vézba protilatky 0,5-2 min
TaKaRa Taq HS g?lfgi??a’lponsko vizba protildtky 0,5 min
Thermo-Start I]gp])gsc)GIrel,Ils/’elké Britdnia chemickd modifikdcia 10-20 min

1 - brand, 2 - producer, 3 - mode of inactivation, 4 - time of activation, 5 - chemical modification, 6 - rever-
sible inhibitor binding, 7 - antibody binding.

pri navrhovani primérov a sond zohladnuje poziadavky na teplotu topenia,
vylicenie vnitromolekulovych sekundarnych Struktir, dimérov, guanidin
na 5’-konci a dalSie poziadavky. Selektivitu navrhnutych prajmerov a sond
je potrebné overit porovnanim v ramci databdzy sekvencii DNA pomocou
softvéru Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA).

Priméry sa v PCR pouZivaju zvy¢ajne v koncentracii 300-500 nmol.dm3,
ich mnozstvo je niekedy vhodné optimalizovat z hladiska vytazku a selektivi-
ty amplifikdcie. V 5’-nukledzovej real-time PCR sa sonda pouziva zvycajne
v koncentracii 200 nmol.dm-3.

Horecnaté kationy

V klasickej PCR sa najéastejSie pouzivaji Mg2+ v Kkoncentracii
1,5 mmol.dm-3. Zvysenie tejto koncentracie vedie k vzrastu vytazku ampli-
fikdcie na ukor zniZenia selektivity. 5’-Nukledzova real-time PCR vyzaduje
vys$Siu koncentrdciu Mg2+ (2,5-5 mmol.dm-3).
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Deoxyribonukleotidy

Deoxyribonukleotidy (ANTP) ako monoméry pre polymerizacnu reakciu
sa pouzivaju vo forme ekvimolarnej zmesi dATP, dCTP, dGTP a dTTP v kon-
centracii 200-400 pumol.dm-3 kazdého.

Teplotny program

Aby sa dosiahla dokladnd denaturdcia DNA na zaciatku klasickej PCR,
zacina teplotny program spravidla ivodnou denaturéciou pri 94-95 °C pocas
1-15 min. Potom nasleduje 30-40 cyklov pozostdvajicich z denaturdcie
pri 94-95 °C pocas 15 s az 1 min, prilnutia pri optimalizovanej teplote pocas
15 s aZ 1 min a polymerizdcie pri 72 °C pocas 30 s aZ 2 min. Trvanie jednot-
livych krokov sa urcuje hlavne podla kvality termocykléra a podla velkosti
amplifikovaného fragmentu DNA. Optimalizdciu teplotného programu
je vhodné zacinat s dlhSimi ¢asmi vydrze. Pri pouZiti cykléra, ktory presne
dodrziava naprogramované hodnoty vydrZe pri nastavenej teplote, je mozné
skusit vydrze skrdtit, ¢im sa skrdti doba analyzy a moZe sa aj zvysit vytaZok,
kedzZe sa zvysi zivotnost DNA polymerazy.

Zvlastnou kapitolou optimalizécie teplotného programu zvykla byt opti-
malizdcia teploty prilnutia, pretoze vypocitané teploty topenia sa zvycCajne
nedaju priamo prakticky pouzit. Tento problém je mozné v sicasnosti riesit
pouzitim cykléra s tzv. gradientovym blokom, ktory umoziuje v jednom
behu cykléra nastavit r6zne teploty prilnutia v jednotlivych riadkoch alebo
stlpcoch bloku.

Na konci teplotného programu sa zvykne zaradit niekolkominuitovd zave-
recnd polymerizicia, ktord v pripade dlhych amplikonov umoznuje dosynte-
tizovat vSetky fragmenty a tym sa dosiahne zvySenie homogenity produktu
amplifikdcie.

Pocet cyklov sa odportica v pripade mikrobiologickej aplikacie 30 azZ 35,
v pripade inych aplikdcii 35 az 40. ZvySovanie poctu cyklov zlepSuje citlivost
(znizuje detekc¢ny limit), avSak za cenu zniZenia selektivity a zvySenia nebez-
pecenstva faloSne pozitivnych vysledkov. Odportca sa radSej znizit pocet
cyklov (t. j. pouZit stredne citlivii PCR) a optimalizovat pripravu vzorky [11].

V 5’-nukledzovej real-time PCR sa uplatiiuje tendencia pouZivat univer-
zalny teplotny program, pozostdvajuci z tivodnej denaturdcie pri 94 °C pocas
doby, potrebnej na aktiviciu DNA polymerdzy, a z 40-60 cyklov zahriu-
jucich denaturéciu pri 94 °C pocas 15 s a prilnutie pri 60 °C pocas 1 min.
Pouzivaniu tohoto univerzdlneho teplotného programu sa podriaduje opti-
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malizdcia zloziek reakcie. Velkou praktickou vyhodou pouzivania univerzal-
neho teplotného programu je mozZnost vykonat r6zne analyzy v jednom behu
cykléra.

Termocykléry

Termocykleéry pre klasickii PCR

Technika termocyklérov sa v poslednych rokoch zna¢ne zdokonalila
a ustalili sa urcité uprednostiiované rieSenia. V sucasnosti su najrozsirenejsie
termocykléry s 96-jamkovym termoelektrickym modulom (termoblokom).
Dostupné su uz termobloky, ktorych technické parametre sa zachovavaju
pocas niekolkoro¢ného pouZzivania. Na zdklade meranf sa zistilo, Ze termo-
cykléry firiem Applied Biosystems a Bio-Rad presne dodrziavaji nastavené
hodnoty teplotného programu [12]. Termocykléry na principe ohrevu tepel-
nym ziarenim a chladenia vzduchom, o je najlacnejSie rieSenie, vyzaduju
na dosiahnutie dostato¢nej uc¢innosti umiestnenie vzoriek v sklenenych kapi-
larach. Toto technické rieSenie vynika rychlostou, ktord je ddlezita pre ich
povodné ur€enie na vojenské pouzitie. Roznymi technickymi dpravami ako
je pouzitie strieborného alebo nizkeho (low-profile) termobloku je mozné
zrychlit ohrev a chladenie aj v pripade termocyklérov s termoelektrickym
ohrevom a chladenim. Pri pouziti na analyzu potravin vSak rychlost PCR
nie je prvoradd, kedZe predchddzajuica priprava vzorky trvd niekolko hodin
alebo aj dni [2].

Termocykléry pre real-time PCR

Pre real-time PCR su potrebné pristroje, v ktorych je integrovany ter-
mocyklér s fluorometrom. Takéto pristroje sa vyrdbaju a pouzivaji uz nie-
kolko rokov a tiez sa zacinaju ustalovat urcité efektivne technické rieSenia.
Pri pouziti v PCR na analyzu potravin treba nevyhnutne pocitat s pouziva-
nim interného Standardu (pozri dalej), a teda je potrebny real-time cyklér
s optickou ¢astou s minimdlne dvoma ¢o najmenej interferujucimi fluoromet-
rickymi kandlmi. NajdokonalejSie rieSenie je snimat celé emisné spektrum,
ako je to napriklad v pripade pristroja Prism 7900 (Applied Biosystems).
To si vSak vyZaduje velmi intenzivnu excitdciu, ktord sa dosahuje pouzitim
laseru a tym sa toto technické rieSenie stdva velmi drahym. Menej dokonalé,
ale podstatne lacnejSie rieSenie predstavuje pouzitie filtrovej optiky s de-
finovanym excitatnym a emisnym filtrom pre kazdy fluorometricky kanal.
Pouzitie pomerne slabého excita¢ného zdroja (halogénovej lampy) vyzaduje
pouzitie fotondsobica alebo iného optického zosilnenia na detekciu emisie.
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Ak sa pouzije silnej$i excitacny zdroj (diddy emitujice svetlo, LED), staci
na detekciu emisie najlacnejSie rieSenie vo forme skenujucich fotodidd.

Co sa tyka ohrevu a chladenia, vicSina pristrojov pre real-time PCR
pouziva termoelektricky ohrev a chladenie. Kapildrny pristroj LightCycler
(Roche, Indianapolis, IN, USA) s ohrevom Ziarenim a chladenim vzduchom
je sice velmi rychly, ale ako sa uz spomenulo, v analyze potravin je vhodné
uprednostnit presné a spolahlivé rieSenia, kedZe trvanie PCR predstavuje
len zlomok celkového ¢asu analyzy a rychlost PCR nie je prvorada.

Prehlad niektorych termocyklérov pre real-time PCR uvddza tab. 2.

TaB. 2. Niektoré termocykléry pre real-time PCR.
TaB. 2. Some thermocyclers for real-time PCR.

Pristroj! Vyrobca? Spdsob excitécie3 Spodsob detekcie?
Chromo 4 I}?Ii:r-crflallgs’, CA., USA diédy emitujuce svetlo> | fotodiéda®
iCycler iQ gggjgs” CA. USA halogénovd Ziarovka’ CCD-kamera$
MX-3000P ig%ﬁ%:’ng’A’ USA halogénova Ziarovka fotondsobic¢?
Prism 7500 ?552:%5;?32?3;’ A halogénova ziarovka CCD-kamera
Prism 7900 ?gg?f%ﬁ;?sgfgss’ A laser spektrograf10
Quantica &T{(lg%ﬁzr;t:idge, halogénovd ziarovka fotondsobic

1 - instrument, 2 - manufacturer, 3 - way of excitation, 4 - way of detection, 5 - light emitting diodes,
6 - photodiode, 7 - halogen lamp, 8 - CCD-camera, 9 - photomultiplier, 10 - spectrograph.

Protikontaminacné opatrenia

Zdkladné pravidld predchddzania kontamindcii

Vzhladom na vysoku citlivost PCR je velmi doleZitou strankou jej prak-
tického pouzitia vykondvanie protikontaminac¢nych opatreni. K nim patri
pouzivanie jednorazového plastového materidlu kategdrie Cistoty ,,DNA-
free“ vratane Spic k mechanickym pipetdm s protiaerosolovym filtrom,
praca so zdsobnymi roztokmi a vodou rozdelenymi a skladovanymi v malych
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davkach, priprava vzoriek a reak¢nych zmesi v oddelenych priestoroch, ktoré
su dokladne dekontaminované pouzitim UV-C-svetla a roztoku chldrnanu,
a podobne pravidelnd dekontamindcia laboratérnych pomdcok. Zavaznym
zdrojom kontamindcie mdze byt otvaranie skumaviek po PCR a ich pipe-
tovanie do gélu pri elektroforetickej analyze. Tito praca sa musi vykondvat
v oddelenom priestore a sucasnym trendom je uplne sa otvaraniu skimaviek
po PCR vyhniit pouzitim real-time PCR alebo end-point fluorometrie [13].

Uracil-DNA-glykozyldzovy protikontaminacny systém

Dalsim opatrenim, ktoré brani kontamindcii novej reakénej zmesi pro-
duktami predchddzajicej PCR, je pouzitie uracil-DNA-glykozyldzového
systému. Jeho principom je pouzitie dUTP v reakénej zmesi namiesto
dTTP, v dosledku ¢oho sa v PCR syntetizuji fragmenty uracilovej DNA.
Na zaciatku kazdej PCR sa potom degraduje pripadnd pritomna uracilovd
DNA pouZitim uracil-N-glykozyldzy. Pri zahriati poCas prvej denaturdcie
v PCR strati uracil-N-glykozyldza aktivitu a PCR dalej prebieha zvycajnym
sposobom [14].

Zabrana inhibicie PCR

Vzhladom na komplexnost potravinovych matric nie je v niektorych
pripadoch mozné dosiahnut, aby prepardt DNA, ktory sa priddva do PCR,
neobsahoval inhibitory PCR. Preto niektori autori odporucaju pouzivat
vybrané druhy termostabilnych DNA polymerdz, ktoré su odolnejSie voci
inhibitorom, napriklad 7th DNA polymerdzu [15] a doplnit reakénd zmes
PCR o latky, ktoré pomahajui prekonat pripadnu inhibiciu PCR zloZkami
potravin, konkrétne o hovidzi sérumalbumin [16]. Uéinok tychto protiin-
hibiénych opatreni sa vSak v podmienkach nasho laboratdria nepotvrdil
a preto odporucame vzdy identifikovat amplifikovatelnost prepardtu DNA
pouzitim amplifikacnej internej kontroly.

Amplifika¢na kontrola

Na potvrdenie amplifikovatelnosti prepardtu DNA a tym vylucenie falos-
ne negativnych vysledkov kvalitativnej PCR sa pouziva amplifika¢nd kontro-
la. Ako exogénna amplifikacnd kontrola sa pouZzivaju rézne plazmidy alebo
baktériofag A, ktoré sa pridavaju do PCR a deteguju sa pomocou samostat-
nej dvojice primérov a pripadne sondy (TagMan Exogenous internal positi-
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ve control, Applied Biosystems). Inou moznostou je exogénna amplifika¢na
kontrola typu mimic, ¢o je Specidlne pripraveny plazmid alebo fragment
DNA, ktory sa amplifikuje pomocou tej istej dvojice primérov a identifikuje
sa na zdklade odliSnej velkosti amplikonu alebou pomocou druhej sondy
[17, 18]. Dalsou moznostou je pouzitie endogénnej amplifika¢nej kontroly,
t. j. sekvencie DNA, ktora sa nachddza v kaZzdej vzorke prokaryotickej DNA
[19] alebo eukaryotickej DNA [20]. Exogénna alebo endogénna amplifikac-
nd kontrola sa mozZe pouZit externe, t.j. PCR s kontrolou a so vzorkou sa
robia v samostatnych skumavkach, alebo interne, ked sa kontrola analyzuje
v tej istej skimavke ako vzorka pouzitim PCR v usporiadani duplex (pozri
nizsie). Pouzitie internej amplifikacnej kontroly je vhodnejsie, kedze umo-
znuje identifikovat vzorky, v ktorych PCR neprebehla a spravne vyhodnotit
PCR (tab. 3).

TaB. 3. Schéma vyhodnotenia PCR pri pouziti internej amplifikacnej kontroly.
TAB. 3. A scheme for the evaluation of PCR at the use of an internal amplification control.

Cielovy amplikén! Internd kontrola? Vysledok3
+ + pozitivny*
+ - pozitivny
- + negativny>
- - neuréenyo

1 - target amplicon, 2 - internal control, 3 - result, 4 - positive, 5 - negative, 6 - undefined.

Specifické usporiadania PCR

Multiplex PCR

Multiplex PCR je usporiadanie, ked sa niekolko stiprav primérov a pri-
padne sond pouZzije v jednej skimavke, ¢im sa umozni{ stucasny dokaz via-
cerych sekvencii DNA. Takéto usporiadanie je sice rychle a dsporné, avSak
moOze pri hom dochddzat k interferencii medzi jednotlivymi reakciami,
ku kompeticii a v pripade poriadkovo odliSnych mnozstiev jednotlivych tem-
platov aj k faloSne negativnym vysledkom. Pre praktické ucely sa odporica
pouzitie najviac dvoch siprav primérov a pripadne sond v jednej skumavke
(duplex PCR).

11
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Kvantitativna real-time PCR

Real-time PCR je mozné pouzit na kvantitativhu analyzu potravin,
pricom zakladom je kvantifikdcia templdtovej sekvencie DNA [21]. VyuZiva
sa pritom skutocnost, Ze od tretieho cyklu ma PCR teoreticky exponencidlny
charakter. V praktickych podmienkach je na to potrebné splnit viacero tech-
nickych a chemickych podmienok, napriklad termocyklér musi presne dodr-
Ziavat teplotny program, citlivost merania fluorescencie musi byt dostatocne
vysokd, reakénd zmes musi byt spravne dimenzovana tak, aby nedochddzalo
k limitdcii PCR vycerpanim niektorého z komponentov atd. Napriek tomu
sa exponencidlny charakter PCR spravidla podari udrzat len v prvej polovici
amplifikdcie.

Pociatocnd koncentracia templatovej sekvencie DNA sa zistuje na zakla-
de extrapoldcie kriviek zavislosti fluorescencie od Casu (obr. 2a). V praxi
sa najéastejSie pouziva aproximécia zalozend na uplatneni tzv. prahového
cyklu (threshold cycle, c7). Vychddza sa pritom z kriviek zavislosti logaritmu
fluorescencie od Casu (resp. pristrojového Casu v jednotkdch poradového
¢isla cyklu), ktoré by mali byt zo zaciatku amplifikdcie linedrne a rovnobezné
(obr. 2b). Prahovy cyklus je hodnota pristrojového ¢asu v jednotkdch pora-
dového ¢isla cyklu, pri ktorej dana krivka dosiahne urcitd zvolend hodnotu
logaritmu fluorescencie. Tato hodnota sa nastavuje bud konStantne v rdmci
suboru experimentov, alebo sa voli na zdklade urcitych poZiadaviek, napri-
klad ako najnizSia hodnota fluorescencie, pri ktorej su vSetky amplifikacné
krivky linedrne.

V pripade real-time PCR realizovanej v podmienkach stopercentnej
ucinnosti dojde pocas kazdého cyklu k zdvojndsobeniu koncentrédcie ampli-
fikovaného fragmentu DNA, ¢o znamena Ze kalibracna ¢iara cr = f (log ¢)
m4d smernicu k (slope) rovnu -3,322 a g (posun na osi y, y intercept) sa lisi
v roznych podmienkach merania v suvislosti s citlivostou merania fluores-
cencie a s nastavenim prahovej hodnoty fluorescencie pri od¢itani prahovych
cyklov. V praktickych podmienkach sa pri real-time PCR akceptuje t¢innost
90-110 %, comu zodpovedaju smernice -3,1 az -3,6, ked pre ucinnost E plati
vztah E = 10G-1/k) — 1 (k je smernica kalibra¢nej ¢iary). Na uréenie nezndmej
koncentrdcie sekvencie templdtovej DNA z iidaja prahového cyklu sa v prak-
tickych podmienkach véacsinou pouziva kalibracna ¢iara (obr. 2c). Pritom si
treba uvedomit, Ze aj v idedlnom pripade je kvantifikdcia touto metédou
pomerne nepresnd, kedze kalibracnd ciara je plochd a to znamend, Ze uz
malé rozdiely v nameranych hodnotach c7 vedu k velkym rozdielom v od¢i-
tanych hodnotach koncentrdcie analytu.

Kvantitativna real-time PCR je metdda velmi citlivd na rozdiely v zloZen{
reakénej zmesi sposobené nepresnostou pipetovania jej zloziek v malych
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OBR. 2. Ukdzka zdznamu analyzy desiatkovych riedeni kultiry Salmonella enterica pouzitfim
5’-nukledzovej real-time PCR so sondou typu TagMan.
Uvddza sa zdznam fluorescencie (a), logaritmu fluorescencie (b)
a prislusna kalibrac¢na ciara (c).

F1G. 2. An illustrative record of the analysis of decimal dilutions of the Salmonella enterica
culture by the 5’-nuclease real-time PCR with a TagMan probe.
Records of fluorescence (a), logarithm of fluorescence (b) and the respective
calibration line (c) are presented.
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objemoch, a tiezZ na rozdiely v teplotnom programe spdsobené heterogeni-
tou termobloku. Preto sa odporica vykondvat analyzy so Styrmi paralelnymi
meraniami a vysledky primerane Statisticky spracovat. Napriek tomu, Ze
niektoré pristroje umoziiuju prenos kalibracnych ¢iar medzi experimentami,
odportca sa zostrojit v kazdom experimente (pri kazdom behu termocyklé-
ra) novu kalibra¢nu ¢iaru s tromi paralelnymi meraniami. Analyzovany pre-
parat DNA sa odporuca nariedit tak, aby sa ho do reak¢nej zmesi pridavalo
minimdlne 5 pl. Dalsie zvySenie presnosti je mozné dosiahnut pomocou
Standardizacie s pouzitim exogénneho interného Standardu, ktorym je naj-
CastejSie rekombinantny plazmid [22].

Pri pouziti kvantitativnej real-time PCR na analyzu potravin vSak nestaci
Standardizovat amplifikdciu, ale je potrebné Standardizovat celd metédu vra-
tane izoldcie DNA [23]. Pouzitie rekombinantnych molekil DNA na tento
ucel vSak nardza na problémy s nizkou reprodukovatelnostou a koncentrac-
nou zavislostou ucinnosti ich extrakcie z potravin [24]. Aby sa tieto meto-
dické problémy obisli, uplatiiuje sa v oblasti analyzy geneticky modifikova-
nych organizmov (GMO) v potravindch relativna kvantifikdcia s pouZzitim
endogénneho interného Standardu, ktorym je vSeobecne pritomnd sekvencia
DNA. Tymto postupom sa vSak stanovuje iba relativna koncentracia analytu
voci zloZzkdm potravin, ktoré obsahuji endogénny interny Standard.
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Polymerase chain reaction as a method of food analysis
KucHTA, T.: Bull. potrav. Vysk, 44, 2005, p. 1-16.

SuMMARY. Polymerase chain reaction (PCR) is a method which, in connection to DNA
isolation, facilitates the analysis of food components of plant, animal or microbial origin,
as welll6as identification of microorganisms in food. In the article, PCR and real-time
PCR are characterized in terms of the reaction mixture composition, thermocyclers, anticon-
tamination measures, precautions to avoid PCR inhibition and various types of amplification
control. Attention is paid also to multiplex PCR and to quantitative real-time PCR.

KEYWORDS: polymerase chain reaction; DNA; food analysis
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