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ABSTRAKT

Tato prace pojednava o izolaci probiotické DNA zmasnych vyrobkil a jejim
stanoveni pomoci metod PCR. V praci je vyvinuta metoda homogenizace vzorkt
salamu kopistem, piiprava hrubych lyzatd bunék salamu a izolace DNA z lyzati bunék
pomoci a magnetickych mikroc¢astic.

DNA byla izolovana zhrubych lyzatd salamii pomoci magnetickych mikrocastic.
Izolovana DNA pak byla amplifikovana v rodové 1 druhové specifickych PCR.
V testovanych vyrobcich byla prokazana pfitomnost DNA domény Bacteria, rodu
Lactobacillus a Bifidobacterium. V jednom vyrobku byla prokazana DNA druht
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium.

ABSTRACT

This thesis deals with the isolation of probiotic DNA from meat products and its assesment
by PCR methods. In this thesis is developed homogenization of samples of sausages with
kopist, preparation of sausage cells lysates and isolation of DNA by using of magnetic
microparticles.

The DNA was isolated from sausage lysates by using magnetic microparticles.
Isolated DNA was further amplified in genus and spesies-specific PCR methods. In tested
products was proven presence of DNA of domain Bacteria, type Lactobacillus and
Bifidobacterium. In one product was proven presence of species Lactobacillus acidophilus
and Bifidobacterium animalis.

KLIiCOVA SLOVA
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1 UvVOD

Na trhu v CR se zaGinaji nové objevovat trvanlivé fermentované salamy
obohacené probiotiky. Tyto vyrobky patfi do skupiny trvanlivych tepelné
neopracovanych masnych vyrobka ( TTNMYV). Tento druh probiotickych vyrobku se
tak stava zajimavym artiklem. Konzumace fermentovanych salami celosvétové roste
vietné Ceské republiky. Existuje mnoho variant téchto vyrobkd, lisici se svym
slozenim, technologii vyroby apod.

Cilem této prace je vyvinuti metody pro izolaci bakterialni DNA v kvalit¢ vhodné pro
PCR ztakovychto masnych vyrobka a prokazat piitomnost DNA jednotlivych druht
bakterii Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Metoda PCR se
vyznacuje vysokou citlivosti, kdy dochazi k zesileni signalu detekované molekuly PCR
produktu. Dalsi prednosti PCR je jeji vysoka specifita a pomérné rychle provedeni
metody.

Kizolaci DNA je nejdfive nutné homogenizovat vzorek masného vyrobku. Poté
zhomogenizovany vzorek zlyzovat a izolovat z né¢j DNA v kvalité dostacujici pro PCR
metody specifické pro doménu Bacteria, rody Lactobacillus a Bifidobacterium, druhy
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Prokazani samotnych kment
kultur obsazenych ve vyrobcich je pak otazkou pfipravy a pouziti primera specifickych
pro tyto kmeny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fermentované salamy

Fermetnované salamy patfi mezi tepelné neopracované trvanlivé masné vyrobky
(TNTMYV). Jsou to takové vyrobky, pfi jejichz vyrobé nebylo pouzito tepelné oSetteni
za ucelem konzervace, a které maji trvanlivost minimalné 21 dni pfi skladovaci teploté
20 °C.

Fermentované salamy jsou jedny znejvice prostudovanych masnych vyrobka
obsahujici probiotika. Z hlediska jejich vysoké nutricni hodnoty jsou skveélym
substratem pro probiotické bakterie. Jelikoz jsou fermentovanym vyrobkem, tak
neprochazi tepelnym oSetfenim, coz zaruCuje zivotaschopnost probiotik ve vyrobku.
Z pouzivanych kment v takovychto salamech jsou Castymi bakterie rodu Lactobacillus
a Bifidobactetrium, konkrétné kmeny: L. gasseri JCM1131, L. casei LC-01, L.
rhamnosus FERM P-15120, L. paracasei ssp. paracasei FERM P-15121, L. curvatus, L.
pentosus, L. plantarum, L. sakei, L. rhamnosus CTC1679, Bifidobacterium lactis Bb-12
[58] a Pediococcus acidilactici a P. pentosaceus. Tyto probiotické kmeny byly uspésné
pouzity k vyrobé fermentovanych salamu [48, 55].

Pfi pouziti probiotickych kultur ve fermentovanych masnych vyrobcich je dalezity i
pocet zivotaschopnych mikroorganismtu v okamziku konzumace vyrobku , proto je
dulezité vybirat takové kmeny, jejichz rustové naroky odpovidaji vyrobnimu procesu,
nebo alesporni vykazuji dobry rast za téchto podminek [57]. Tyto mikroorganismy také
musi prezit kyselé prostfedi v zaludku a byt viabilni v gastrointestinalnim traktu [56].
Probiotické mikroorganismy pfidavané do fermentovanych salami nesmi negativné
ovlivilovat senzoricky profil vyrobku [54]. Probiotické kmeny jsou zdravi prospé$né a
je ovéfena jejich nepatogenita, maji 1 pozitivni vliv na senzoricky profil a jsou tak
vhodnéjsi, nez konvenc¢ni startovaci kultury [39].

Do startovacich kultur pouzivanych ve fermentovanych salamech se pouzivaji
bakterie rodt Lactobacillus, Pediococcus, Kocuria, Staphylococcus. Do startovacich
kultur se také pouzivaji nékteré druhy kvasinek Candida a Debaryomyces. Kvasinky
druhu Debaryomyces hansenii napomahaji k rozvoji charakteristického vybarveni
produktii a maji podil na tvorbé aroma a chuti [3].

K vyrobé fermentovanych salama bylo také popsano pouziti probiotickych kultur
produkujicich bakteriociny zamezujici rGst ostatnich mikroorganismti. Takto bylo
dosazeno vyroby jeseterovych salama s dobrym senzorickym profilem a vhodnymi
parametry [59].

2.1.1 Vyroba fermentovanych salamu

Fermentované salamy se vyrabi pfidavkem startovacich kultur do dila. Vyroba
fermentovanych masnych vyrobkll se stava z péti zakladnich na sebe navazujicich
vyrobnich procesu. Jsou to tyto vyrobni Casti: vybér a oSetfeni suroviny, tzv. kutrovani
(mé&lnéni, michani), plnéni, zrani a baleni. Pii vyrob& je kritickym bodem pfipadna
kontaminace okolni mikroflérou. Je proto tfeba zabranit mnozeni nezadoucich
mikroorganismi (MO). K zabranéni rozvoje nezadoucich MO se pouziva piridavku
dusitanové solici smési, optimalni vyrobni teploty, snizeni aktivity vody (ay), redoxniho
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potencialu a vhodnych startovacich kultur. Startovaci kultury casto vykazuji vuci
nezadoucim MO antagonistické vlastnosti — vytvaii neptiznivé prostedi pro jejich rust
[1].

Pridavek dusitanové solici smési inhibuje rast salmonel, bakterii Clostridium
bottulinum, Listeria monocytogenes a Escherichia coli. Pfi mélnéni dila se hodnota
redoxniho potencialu zvySuje. Naopak pfidavkem kyseliny askorbové, askorbatu
sodného a sacharidi se jeho hodnota snizuje. Hodnotu redoxniho potencialu také
snizuje Cinnost startovacich kultur, zejména bakterii mlécného kvaseni (BMK). BMK
mohou produkovat bakteriociny, které inhibuji rast ostatnich MO. BMK pouzité jako
startovaci kultury produkuji zejména kyselinu mlécnou, ¢imz dochéazi ke snizeni pH
prostfedi. Ke snizeni ay, dochazi béhem faze zrani  a suSeni. Aktivita vody v podstaté
vyjadiuje dostupnost vody mikroorganismim [2].

2.1.2 Bakterie mlééného kvasSeni

BMK jsou grampozitivni nesporogenni mikroaerofilni nepatogenni bakterie, které
fermentaci sacharidd tvofi jako hlavni produkt kyselinu mlécnou. Bakteriemi mlé¢ného
kvaSeni se rozumi skupina bakterii, ktera ma podobné vlastnosti metabolismu. Skupina
téchto bakterii ma velky vyznam pro potravinaisky prumysl [41]. Do této rozsahlé
skupiny bakterii mlécného kvaSeni patii rody Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus, QOenococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella,
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Paralactobacillus a dalsi. Hlavni
charakteristickou vlastnosti bakterii mlééného kvasSeni je jejich schopnost pomoci
enzymu preméniovat sacharidy na kyselinu mlécnou a dalsi produkty jako napf.: ethanol,
CO,, nizsi mastné kyseliny a dal§i. Vyskytuji se hlavné v mlécnych vyrobcich, ale 1
v masu, pivu, vinu, kysaném zeli, kynutém téstu a v pfirodnim prostfedi- na povrchu
ovoce, v odpadnich vodach atd. [42].

Utelem bakterii mlé&ného kvaSeni je zajisténi spravného a rychlého priibshu zrani
diky pfeméné sacharidt, dusi¢nanu, dusitant, St€peni lipidd, snizeni pH a hlavné také
vytvafi typické aroma a chut’ danych vyrobku. Jejich slozeni se lisi podle oblasti vzniku
nebo pozadovanou jakosti [4].

Pii vyrobé fermentovanych salamu jsou nejdilezitéjsi homofermentativni BMK. Pfi
heterofermentativnim kvaSeni vznika kyselina octova, zpusobujici Stiplavé aroma a
palivou chut[5]. Jak jiz bylo zminéno, BMK tvoii kyselinu mlécnou, kterd vznika
fermentaci sacharidii pfidanych do dila, dale latky s antimikrobialni aktivitou a latky
aromatické a chutové aktivni. Kyselina mlécna zapficifiuje snizeni hodnoty pH [5].
Protoze cilem této diplomové prace byla identifikace bakterii rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium ve fermentovanych salamech, jsou nize uvedené tyto dva rody.

2.1.3 Rod Lactobacillus

Do rodu Lactobacillus patti grampozitivni bakterie, které mohou tvofit fetizky, pfip. i
tzv. palisady. Tyto bakterie nesporuluji, nejsou pohyblivé, katalazovy test je negativni.
Jsou fakultativn€ anaerobni, nebo mikroaerofilni, nékteré bakterie vyzaduji anaerobni
protiedi. K ristu potiebuji bohata, komplexni média (napi. MRS), 5%-ni obsah
kysli¢niku uhli¢itého mize podporovat rast [43].
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Bakterie Lactobacilllus se taxonomicky radi nasledovné:

doména: Bacteria

kmen: Firmicutes

ttida: Bacilli

tad: Lactobacillales

celed’: Lactobacillaceae

Bakterie rodu Lactobacillus mohou byt rozd€leny podle typt fermentace sacharidickych
substrati do tii skupin: obligatné homofermentativni, obligatné heterofermentativni a
fakultativné heterofermentativni.

Obligatné homofermentativni bakterie fermentuji sacharidy- hexozy, z vice, nez 90-ti
procent na kyselinu mléénou. Obligatné heterofermentativni bakterie premeénu;i
sacharidy na kyselinu mlécnou, octovou, CO,, piipadné i ethanol. Skupina fakultativné
heterofermentativnich bakterii fermentuje hex6zu na kyselinu mlé¢nou, podobné jako
homofermentativni bakterie, ale v ptfipadé nedostatku hexdz mohou fermentovat i dalsi
sacharidy na kyselinu mlé¢nou, octovou, CO; a ethanolu [44].

Bakterie rodu Lactobacillus mohou ménit charakter svého metabolismu podle toho,
jak se méni podminky prostfedi, coz mize vyznamnym zpusobem ovlivnit vysledné
produkty vznikajici béhem fermentace [45].

2.1.4 Druh Lactobacillus acidophilus

Bakterie tohoto druhu maji tvar tyCinek o rozmérech cca 0,5 az 1x10 um,
vyskytujicich se jednotlivé, ve dvojicich, nebo v kratkych fetizcich. Maji obligatné
homofermentativni metabolismus. Produkuji zejména kyselinu mlécnou, ktera je
schopna snizovat pH, coz je dualezité pro srazeni kaseinu napf. v mlékarenském
prumyslu. Bakterie druhu Lactobacillus acidophilus se vyskytuji v travicim traktu
savcl, kde maji pozitivni vliv na slozeni stfevni mikroflory. Diky produkci kyseliny
mlécné a naslednému snizovani pH tak pasobi inhibi¢né na hnilobné mikroorganismy.
V mlékarenském primyslu se vyuzivaji k vyrobé napf. acidofilniho mléka, dale se
nekteré kmeny bakterii tohoto rodu pouzivaji jako dopliiky stravy, ¢i farmaceutické
pfipravky pro obnoveni rovnovahy stievni mikroflory, jejiz disharmonie byla zptisobena
1éCbou antibiotiky [44].

2.1.5 Rod Bifidobacterium

Bakterie tohoto rodu jsou gram-pozitivni. Butiky majici velmi rozmanité tvary (koky,
tyCinky, tvar pismene Y, V...) jsou nepohyblivé, nesporuluji a katalazovy test je
negativni. Bakterie rodu Bifidobacterium maji obligatné anaerobni naroky na prostredi.
Neékteré druhy mohou tolerovat pfitomnost vzdusného kysliku za pfitomnosti oxidu
uhli¢itého [44]. Produktem fermentace cukri je kyselina octova a mlécna zpravidla
v poméru 3:2. Pii fermentaci nevznika kyselina maselna, nebo propionova [43].

Jejich vyskyt byl popsan v dutin€ Gstni a zazivacim traktu teplokrevnych obratlovca
(tzn. 1 u ¢loveéka), u hmyzu a v odpadnich vodach. Bifidobakterie pfispivaji k udrzovani
rovnovahy stfevni mikroflory, pficemz u kojenci predstavuji az 90 % veskeré
mikroflory. Jsou 1 schopné detoxikace skodlivych slozek vznikajicich ve stfevech a
zabranuji mnoZzeni patogennich mikroorganismi.

Spolecné s bakteriemi rodu Lactobacillus se pouzivaji ve smeésich jako zaklad
probiotickych ptipravka [46, 47].
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Bakterie rodu Bifidobacterium se taxonomicky radi nasledovné:
doména: Bacteria

kmen: Actinobacteria

trida: Actinobacteria

rad: Bifidobacteriales

Celed’: Bifidobacteriaceae

2.1.6 Plisné

Vyuziti uslechtilych plisni se objevuje jen u nékterych fermentovanych salamu. Tyto
vyrobky maji bile porostly povrch. Tvorba plisni pfispiva i k aromatu vyrobku.
K rozvoji plisni je potiebné nizké mnozstvi slozek udiciho koufe zabratujicich rozvoji
plisni. Proto se pouziva uzeni studenym dymem o teploté do 25 °C. Poté, co fungicidni
latky vyprchaji, jsou opét aplikovany uslechtilé plisné[4].

2.2 Probiotika

Probiotika odvozena od slova ,,pro bios“ tj. pro zivot se pouzivaji jiz dlouhou dobu
v potravinach jako jejich pfirozena slozka. Podle definice FAO/WHO se probiotiky
rozumi takové zivé mikroorganismy, které pfi poziti v dostateéném mnozstvi maji pro
hostitele pozitivni zdravotni uc€inek. Probiotiky se tedy rozumi zivé mikroorganismy.
Mohou byt konzumovany jako soucast potraviny, nebo jako dopln€k stravy [23]. Mezi
probiotika jsou v soucCasné dobé nejCastéji tazeny laktobacily, bifidobakterie,
streptokoky, enterokoky a sacharomycety, ale mizeme zde najit i dal§i mikroorganismy.
Forma, ve které je probiotikum podavano, musi obsahovat dostatecné mnozstvi
zivotaschopnych bakterii. Uzivani probiotickych bakterii stimuluje rast preferovanych
mikroorganismi, vytlaCuje potencialné nebezpecné bakterie a posiluje piirozeny
obranny mechanizmus organismu [6].

221 Utinky probiotik

Probiotika ptisobi v zazivacim traktu. Dulezitou bariérou mezi vnitfnim a vn&j§im
prostiedim je zde stfevni sliznice, jejiz spravnd funkce zavisi i na stavu stfevniho
epitelu, ochranného hlenu a imunitniho systému sliznice.

Byla popsana fada zdravi prospésnych ucinka probiotik napt.:

- Kontrola ristu nezadoucich (patogennich) stfevnich mikroorganismd. Cinnosti
probiotik vznikaji organické kyseliny, coz zpusobuje pokles pH, které neni
optimalni pro patogenni mikroorganismy a jejich rist je omezen.

- Prevence karcinomu stfev. Diky jiz zminénému poklesu pH a naslednému
potlaceni hnilobnych bakterii klesne i1 tvorba karcinogennich latek ve stfevech.
Probiotika mohou karcinogenni slouceniny také rozkladat a zabranit tak jejich
pusobeni.

- Kontrola cholesterolemie- hladiny cholesterolu v krvi. Probiotika mohou také
ovliviiovat hladinu cholesterolu v krvi, kdy jejich ¢innosti dochazi k rozkladu
zluCovych kyselin a uvolnény cholesterol se nemuze zpatky vstiebavat.

13



- Utinek proti zacpé. Pifjmem probiotik a prebiotik lze omezit zacpu. V tomto
piipadé€ je také dualezity piijem dostateCného mnozstvi vlakniny, pitny rezim a
aktivni pohyb.

- Mezi dalsi ucinky patii: Schopnost tvorby antimikrobialnich sloucenin,
schopnost imunomodulace [12].

Stfevni mikroflora je také dilezita pro spravnou funkci imunitniho systému, jelikoz
se vpfijimané potravé vyskytuji potravinové antigeny, nebo 1 patogenni
mikroorganismy [33].

222 Prebiotika a synbiotika

Prebiotiky se rozumi slozka potravy, kterou lidsky organismus nemuze stravit, ale
ktera je fermentovatelna mikroorganismy a slouzi tak jako stimulant rastu
mikroorganismti prospé$nych pro lidské zdravi. Prebiotika se dostavaji zazivacim
traktem do tlustého stieva, kde jsou hydrolyzovana na monomery stfevnimi bakteriemi.
Mezi prebiotika patii oligosacharidy (fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy a
laktul6za), inulin a nékteré polysacharidy. Zatim je nejlépe prozkoumané prebiotické
pusobeni fruktooligosacharida [13].

Fermentaci prebiotik ve stfevech se zvySuje 1 produkce mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFA - short chain fatty acids). Takto muze dojit ke zlepSeni funkce stiev,
zvySeni absorpce minerald (vapnik, magnezium, Zelezo, zinek), zméné metabolismu
lipidd a sniZeni rizika vzniku kolorektalniho karcinomu [14].

Synbiotika jsou kombinaci probiotik a prebiotik, tj. mikroorganismt prospésnych pro
zdravi hostitele a nestravitelnych slozek potravy, slouzicich jako substrat pro jejich rust.
Touto kombinaci se pfispiva k prodlouzeni zivotaschopnosti probiotik, kdy prebiotikum
je specifickym substratem vhodnym k fermentaci. Néj¢astéjsSimi kombinacemi synbiotik
byvaji tyto kombinace: bakterie rodu Bifidobacterium a fruktooligosacharidy; bakterie
rodu Lactobacillus, nebo bakterie rodu Bifidobacterium a galaktooligosacharidy [15].

Ze studii vyplyva, ze probiotické bakterie druhlt Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium animalis a Lactobacillus acidophilus
vykazuji rychlejsi rist na médii s pfidavkem fruktooligosacharidu, inulinu, nebo skrobu.
Synbiotické ptipravky obsahujici bakterie rodu Bifidobacterium a fruktooligosacharidy
(ptipadné inulin) byly podéany laboratornim krysam a ve vykalech bylo pozorovano
zastoupeni bifidobakterii, koliformnich bakterii a celkovy pocet mikroorganizmua. Bylo
pozorovano vy§si mnozstvi bakterii rodu Bifidobacterium a nizs§i mnozstvi koliformnich
bakterii[15].

2223 Zastupci probiotickych mikroorganismu

Nejcastéji pouzivané probiotické kultury jsou bakterie rodu Lactobacillus konkrétné
druhy L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. rhamnosus (Lactobacillus GG),L. casei
Shirota, L. cellobiosus, L. curvatus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. fermentum, L.
reuteri

Dale sem patii bakterie rodu Bifidobacterium: B. adolescentis, B. animalis, B.
bifidum, B. infantis, B. longum, B. thermophilum. Z fad gram pozitivnich koka to jsou:
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Lactococcus lactis subsp. cremonis, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
Enterococcus faecium, Streptococcus diacetylactis, Streptococcus intermedius,
Escherichia coli (sérotyp O83:K24:H1) [49]. Patfi sem 1 nékteré druhy kvasinek, napf:
Saccharomyces boulardii. Probiotické kmeny se ¢asto pouzivaji 1 v kombinacich tfi az
Ctyf kmena [27, 28].

Ve fermentovanych salamech se objevuji tyto kmeny: L. rhamnosus GG, L.
rhamnosus 1L.C-705, L. rhamnosus E-97800, and L. plantarum E-98098, L. paracasei
L26, Bifidobacterium lactis B94, Bifidobacterium animalis ssp. lactis [29].

23 Identifikace bakterii mlééného kvaSeni v potravinach

BMK v potravinach je mozné prokazat kultivacné na vhodnych médiich nebo
nejnove]i molekularné-genetickymi
metodami [30].

2.3.1 Kultiva¢ni metody

Pii kultivaci se mikroorganismy ockuji na Petriho misky s vhodnym médiem a
nutrienty. Jsou kultivovany po urCitou dobu za dané teploty, aerobné nebo anaerobné.
Pozoruje se zbarveni, tvar, poCet kolonii, pfipadna produkce specifickych barevnych
produktti, Cistota kultur. Po vykultivovani 1ze mikroskopicky hodnotit morfologii bun¢k
[33].

Dale se sleduje aktivita enzyma zpusobuyjicich hydrolyzu napf. Skrobu, kaseinu,
zelatiny, pfipadné produkce indolovych barviv, redukce nitratl, deaminace
fenylalaninu, utilizace citratu [34].

2.3.2 Nekultivaéni metody

Misto kultivaénich metod, které jsou casto pfili§ slozité, Casové a ekonomicky
nakladné a neumoziuji rozlisit jednotlivé druhy. Proto se pouzivaji i nekultivacni
metody. Jednim z divodi je i1 skuteCnost, ze zatim Ize kultivovat cca 1 %
mikroorganismi v laboratornim prostfedi [34]. Tyto nekultivatni metody se rychle
rozviji a zaméfuji se na identifikaci podle makromolekul, jako jsou napft. lipidy,
polysacharidy, cytoplazmatické proteiny a v neposlednim ptipadé nukleové kyseliny-
DNA a RNA. Identifikace konkrétné BMK molekularné-genetickymi metodami je
zalozena na analyze DNA s vyuzitim amplifikacnich metod. Mezi tyto metody patfi
nejvice vyuzivana PCR. Tato metoda je blize popsana v nasledujici kapitole.

24 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Samotna reakce polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction) spociva
v opakovani tfi zakladnich krokd. Prvnim krokem je denaturace, pii které dochazi
k rozpleteni fetézce templatové DNA. Denaturace probiha pii teploté od 92 do 96 °C.
Pak nasleduje krok druhy- hybridizace, pii kterém dochazi k dosednuti primert
k fetézcim templatové DNA, kdy hybridizacni teplota zavisi na sekvenci primerd.
Tretim krokem PCR reakce je syntéza novych fetézci DNA (72 °C). Tyto tii kroky se
cyklicky opakuji obvykle v 30 az 40 cyklech. Beéhem cykli se geometricky zvySuje

15



pocet produkti PCR, které jsou vyznaceny specifickymi primery, které se navazuji na
specifickych mistech cilové DNA. Amplifikované useky (amplikony) se detekuji
v konven¢ni PCR pomoci gelové elektroforézy. Pribéh PCR reakce je graficky
znazornén na obrazku ¢. 1 [25].

Obr. ¢é.1: Pribéh PCR

Templatova DNA

R 1. krok: Denaturace
(92-96°C)

\ 2. krok:Hybridizace

| (50-60 °C)
' '
5 3 .
- 3’ 5
3. krok: Syntéza nového
viakna DNA (72 °C)
v v
5 3 S — »3
3 _— 3 5

(upraveno dle http://www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/pic/scanu8.gif)

Metody PCR se mohou pouzit v t€chto oblastech: detekce mikroorganismt a vird v
potravinach, vodé a pud€, kontrola vyrobkli a potravin, mapovani genomu,
charakterizace gent, prenatalni diagnostika dédi¢nych chorob, ziskani dikazi a
identifikace v kriminalistice. Charakterizace sekvencnich zmén alel. Paleontologie-
analyza DNA z prehistorickych fosilii. 1zolace gent z tkani. Znaceni DNA pomoci
hybridizacnich sond. Priprava komplementarnich fetézch DNA zptsobem reverzniho
prepisu mRNA pomoci reverzni transkriptazy. Izolace useki DNA, které koduji
naptiklad dulezité reak¢ni latky, peptidy aj. Klonovani templatové DNA k jejimu
naslednému sekvenovani. Uprava DNA pomoci fizené oligonukleotidové mutageneze
zménou nekterych nukleotidd, deleci/inserci [40].

24.1 Komponenty pro PCR

Pro reakci PCR se pouzivaji tyto komponenty: matrice DNA, oligonukleotidové
primery, DNA polymeraza, 2-deoxynukleosid-5 -trifosfaty (dNTP), hofe¢naté ionty
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(Mg*), PCR pufr a PCR voda. Smichanim veskerych komponentd a spravnym
teplotnim programem se vytvori podminky pro prubéh samotné reakce PCR, ktera se
cyklicky opakuje.

Matrice DNA- matrici DNA (DNA templat) rozumime makromolekulu DNA, podle
které se komplementarné syntetizuji nové retézce DNA. Musi obsahovat specificka
mista pro nasednuti primerd. Do smési PCR je obvykle pfidavana v koncentraci 10
ng/pl a nizsi.

Primery- jsou chemicky syntetizované oligonukleotidy, které jsou komplementarni
k templatové DNA. Vykazuji sekvencni specifitu. Vét§inou obsahuji 18-30 nukleotidd,
z toho 40-60 % GC bazi. Teplota tani primera je obvykle mezi 55-65 °C. Pfi nadbytku
primert ve smési muze dojit k jejich sparovani a ke vzniku tzv. dimeri primert.
Primery ohranicuji cilovy usek DNA. Tento usek je pak amplifikovan. Krats§i primery
mohou hybridizovat i kjinym mistdim DNA a delSi primery vyzaduji delsi Cas
hybridizace. Hybridizaci primert ovliviiuje teplota, pii nizké teplot€ muze dojit
k nespecifické hybridizaci, kdezto pii pfili§ vysoké teploté k hybridizaci vibec
nedochazi [7].

DNA-polymeraza- je enzym syntetizujici novy fetézec DNA ve sméru 5° — 3’podle
odpovidajici sekvence nukleotidi v komplementarnim fetézci DNA od 3’konce
primeru. Nejcastéji se pouziva Taq DNA-polymeraza. Je to termostabilni polymeraza
ziskavana z bakterie Thermus aquaticus [24].

dNTP- jsou stavebnimi kameny pro syntézu novych fetézci DNA. Jejich optimalni
koncentrace v PCR smési se pohybuje mezi 20 — 400 uM. Vyssi koncentrace dNTP jiz
vyvazuji hofecnaté ionty, coz pliisobi inhibi¢né na DNA polymerazu.

Mg2+ ionty- jsou dualezitym faktorem pro aktivitu DNA-polymerazy. Jejich
koncentrace musi byt optimalizovana pro kazdy druh primerd a DNA templatu.
Pohybuje se v rozmezi 0,5 — 8 mM. VySsi koncentrace snizuji specifitu PCR reakce.

PCR pufr- tvoti prostredi s optimalnimi podminkami pro DNA-polymerazu. Jeho
standardni slozeni je: 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 — 8§.,8), 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,.
Navic muze obsahovat acetamid, albumin, zelatinu nebo Tween 20

PCR voda — pouziva se na doplnéni objemu PCR smési. Nejvhodnéjsi je voda s
odporem 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [26].

U komeréni PCR se pro detekci produkti PCR pouziva gelova elektroforéza na
agaroze.

242 Inhibitory PCR

Inhibitory PCR reakce se rozumi latky a slouCeniny, které negativné ovliviiuji priabéh
PCR a zplsobuji falesné negativni vysledky- zamezi probéhnuti PCR reakce. Mohou to
byt organické a anorganické chemikalie, detergenty, antibiotika, enzymy,
polysacharidy, tuky, nebo i proteiny. Inhibitory PCR mohou byt endogenniho, nebo
exogenniho pavodu. Z endogennich inhibitorti to jsou zejména enzymy, nékteré typy
zkumavek, celul6zové a nitrocelulozové filtry, apod. Exogenni inhibitory mohou byt
napt.. nepteCi§téna DNA, pritomnost DNaz, chemikélie pouzivané k izolaci DNA
(fenol, chloroform), ale také pyl, prach z rukavic a dalsi necistoty, nebo pifimési [16].
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243 Izolace DNA pomoci fenolové extrakce

Prvnim krokem PCR je izolace DNA v kvalité vhodné pro PCR. Klasickou metodou
je 1zolace DNA pomoci fenolové extrakce a dalSich organickych rozpoustédel.
V piitomnosti fenolu dochazi k denaturaci a precipitaci proteini. Metoda izolace DNA
pomoci fenolové extrakce je velmi uCinna. Diky fenol-chloroformové extrakci lze
izolovat DNA o dostatecné Cistoté¢ pro PCR. Tato metoda je jednou z nejstarsich metod
izolace nukleovych kyselin. Jeji princip byl popsan jiz roku 1956 Kirbim [6] . DNA
zustala vazana v proteinové mezivrstvé. Po nahrazeni vody roztokem soli, doslo
k pfechodu DNA do vodni faze [5]. Pozdéji doSlo k nahrazeni soli detergenty (nejcastéji
dodecylsulfatem sodnym- SDS). Dulezitym faktorem pii extrakci nukleovych kyselin
fenolem je hodnota pH, kdy pfi slabé zasaditém pH fenolu (obvykle 7.8) dochazi k
extrakci DNA do vodné faze spolecné s RNA. Pii kyselém pH (4,8-5,2) dochazi
k prechodu do vodni faze pouze RNA a DNA se uvoliiuje do proteinové mezivrstvy. Ve
smési dochazi ke vzniku vodni a organické faze, kdy se vytvaii mezi témito fazemi
proteinova vrstva. Lipidy prechazi do faze organické [17].

Purifikovany fenol ma relativni hustotu 1,07, a proto tvofi po smiseni s vodou spodni
fazi. Pokud ovSem analyt obsahuje velké koncentrace rozpusténych latek, mize dojit
k inverzi fazi. V tom ptipadé se doporucuje fenol smisit s chloroformem v poméru 1:1
(relativni hustota chloroformu je 1,47, chloroform tedy zajisti spravnou separaci smési)
[18].

244 Izolace DNA s vyuzitim magnetickych mikrocastic

Pfi izolaci DNA pomoci fenol-chloroformové extrakce se pouzivaji toxické latky.
Tato metoda je také pomérné Casoveé narocna a slozita. Proto byly vyvinuty metody pro
izolaci DNA, kdy dochazi k imobilizaci DNA na pevnou fazi napf.: magnetické ¢astice.
Izolace DNA pomoci magnetickych mikrocastic je snazsi a méné Casoveé narocna
metoda separace DNA. DNA se izoluje pfimo z hrubych lyzatu bunék komplexnich
vzorkll (napf. bunék mlécnych vyrobkd, lyofilizatd a nové i fermentovanych salami)
[19].

Magnetické Castice maji magnetické vlastnosti jen za puasobeni vnéjSiho
magnetického pole, vykazuji paramagnetismus. Neprojevuje se vSak rezidualni
magnetismus a po preruseni pusobeni magnetického pole jejich magnetické vlastnosti
mizi. Pokud nejsou v blizkosti magnetického pole, tvoti homogenni suspenzi [20,21].

Magnetické Castice se skladaji z feromagnetického jadra, tvoreného oxidy zeleza,
obalové vrstvy a z povrchové vrstvy. Na povrchu Castic jsou vazany karboxylové
skupiny, na néz se reverzibilné¢ adsorbuje DNA . Na obrazku ¢.2 je schematicky
znazornéna magneticka Castice vhodna pro izolaci DNA [22].

18



Obr. €.2: Schéma magnetické mikrocdstice. Upraveno dle [32]
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Pfi adsorpci dochéazi ke vzniku kulovitéspiralovitého tvaru molekuly DNA tzv.
kondenzaci. Ke kondenzaci DNA a jejimu navazani na ¢astice je zapotiebi pfitomnosti
polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného [7].

Mechanismus izolace DNA pomoci MC

Molekuly DNA se ptirozené vyskytuji v tzv. hydratované dvousroubovicovité formé,
ve které nejsou schopny se navazat na magnetické mikrocastice. Pfidanim PEG 6000 a
NaCl se konformace (pisobenim zmény iontové sily v roztoku) molekuly meéni ze
Sroubovicovité na globularni a DNA v takovéto konformaci se na mikrocastice vaze
pomoci vodikovych vazeb. DNA navazana na mikrocastice je poté oddélena ptisobenim
magnetického pole od ostatnich slozek vzorku (proteiny, lipidy, sacharidy, bunécné
casti). Po eluci DNA z magnetickych mikrocastic s navazanou DNA v TE pufru dochazi
k pfechodu DNA do Sroubovicovité konformace. Takto se da ziskat precist€éna DNA bez
kontaminujicich latek, které by mohly inhibovat PCR reakci.

Postup separace DNA se sklada z téchto kroku:
1. Vazba DNA na magnetické Castice pfidané do separacni smési.
2. Separace magnetickych mikrocastic magnetickym separatorem, jejich
proplachnuti a odstranéni kontaminujicich latek.
3. Eluce DNA do TE pufru a separace magnetickych mikrocastic magnetickym
koncentratorem.

245 Izolace bakterialnich bunék s vyuzitim magnetickych mikrocastic

Pro i1zolaci bakterialnich bunék byly pouzity magnetické mikrocastice z magnetické
perlové celulozy o velikosti 100-250 pl, jejichz povrch byl funkcionalizovan protilatkou
anti-Lactobacillus (rabbit PAb) [51]. Postup samotné izolace je popsan v kapitole
3.7.11.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Bakterialni kultury a DNA
V praci byly pouzity nasledujici bakterialni kultury:

- Bifidobacterium animalis CCM 4988 T

- Lactobacillus acidophilus CCM 4833 T

- Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a (ziskana ze sbirky MO Tabor
Laktoflora)

- Lactobacillus acidophilus CCDM 476 (ziskana ze sbirky MO Tabor Laktoflora)

- Lactobacillus casei CCM 4798

- Lactobacillus paracasei LOCK 0919

3.2 Masné vyrobky

Byly analyzovany dva tepelné neopracované trvanlivé masné vyrobky (TNTMV)-
fermentované salamy Ovcacka klobasa a salam Orlik. Dle udaji vyrobce by mély oba
salamy obsahovat probiotika [52, 53].

3.2.1 Ovcacka klobasa

Dle udaji vyrobce obsahuje Ovcacka klobasa kultury probiotickych bakterii
Lactobacillus acidophilus CCDM 476 a Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM
241a [50]. Salam Ovc¢acka klobasa je vyfotografovan na obr. ¢. 3.

Obr. ¢.3: Fermentovany saldm Ovcdackd klobdsa

Slozeni: veprové maso 36 %, vepiové sadlo 30 %, skopové maso 20 %, jodidovana stl
max. 4 %, pSen. vlak, kofeni, extr. kofeni, konzervant E250, zvyr. chuti E621, hroz.
cukr, maltodextrin, cukr, barv. E120, antiox. E815/E315, syrovatka, probiotické kultury,
obsah tuku max. 50 %. Bilkoviny 21 g, cukry 0,6 g, sacharidy 9,8 g, tuky 48 g, vlaknina
3,6 g, sodik NA 1,5 g, MK nasycené 16,7 g.
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3.2.2 Salam Orlik

Dle udaji vyrobce obsahuje bé€zné€ pouzivané startovaci kultury: Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sakei, Pediococcus pentosaceus,
Debaryomyces hansenii. Salam Orlik je vyfotografovan na obr.c.4.

Obr. ¢.4: Salam Orlik

Slozeni: veprové maso, hoveézi maso, vepiové syrové sadlo, jedla sal s jodem, smés
koteni, startovaci kultura, glukéza, laktdéza, cukr, antioxidant: kyselina askorbova,
askorban sodny; konzervant: E250, aroma. Na 100g vyrobku je spotfebovano 130g
masa. Bilkoviny 19 g, max. obsah tuku 50 %, max. obsah soli 3,5 %

3.3 Kultivaéni média

* MRS agar

MRS médium bylo pfipraveno dle navodu dodavatele (Oxoid, England), hodnota pH
byla upravena na 6,5 pomoci 1M roztoku NaOH. Poté byl piidan agar (15 g/l) a roztok
byl sterilizovan v autoklavu za teploty 121 °C po dobu 20 minut.

* MRS médium

MRS médium se pfiipravilo dle navodu dodavatele a hodnota pH byla upravena na
6,5 pomoci 1M roztoku NaOH. Poté byl roztok vysterilizovan v autoklavu za teploty
121 °C po dobu 20 minut.

34 Chemikalie

» Agar6za pro DNA elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
« Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
« Chloroform (Penta, Chrudim, CR)
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« Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

* Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

« Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

* Ethidium bromid (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

» Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
* Fenol (Lachema, Brno,CR)

« Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

« Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

« Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

« Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

* Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

« Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

» Proteindza K (Serva, Heidelberg, SRN)

* RNasa A (Sigma, St. Louis, USA)

+ Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Serva, Heidelberg, SRN)
» Vsechny chemikalie byly v kvalité p.a.

3.5 Pristroje a vybaveni

- BagMixer® 400 CC® (Interscience, FRANCIE)
- Anaerostat (2,5 1, OXOID™, Anglie)

- Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, USA)

- Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, USA)

- Koncentrator magnetickych ¢astic (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norsko)
- Mobilni digitalni fotoaparat Alcatel 992 OT

- Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Polsko)

- NanoPhotometer (Implen, Némecko)

- Mikrovlnna trouba (SENCOR, CR)

- Centrifuga MINT Spin 13 400 min™ (Eppendorf, Némecko)

- Hybridiza¢ni pec Micro Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, USA)
- Thermocycler PTC — 200 (BIO-RAD Lab., USA)

- Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, USA)

- Zartizeni pro elektroforézu Easy — Cast, (Owl Scientific, USA)

- Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
USA)

- Laboratorni sklo, umélohmotny material (Eppendorfovy zkumavky, Spicky...),
umélohmotné pomucky, laboratorni pomucky
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3.6 Roztoky

Roztoky byly piipraveny podle skript Spanové a Ritticha (2010). [1] Pro fed&ni
roztoku byla pouzita sterilni destilovana voda. Roztoky byly sterilizovany v autoklavu
pfi 120 °C po dobu 15 min.

3.6.1 Roztoky pro lyzi bakterialnich bunék

- 1M Tris-HCI (pH 7,8; 8,0)

121 Tris baze se rozpustilo v 800 ml destilované vody. pH roztoku se upravilo
pomoci HCI na hodnotu 7,8 (8,0). Roztok se poté doplnil destilovanou vodou na objem
jednoho litru a rozdélil do alikvoth. Roztok byl sterilizovan po dobu 20 minut za teploty
121°C v autoklavu.

- 0,5MEDTA (pH 8,0)

186,1 g EDTA se rozpustilo v 800 ml destilované vody a pH se upravilo pfidanim cca
20g NaOH. Nejdrtive se pridalo cca 15 g NaOH, poté se hydroxid pfidaval postupné po
perlickach za soucasného kontrolovani pH. EDTA se rozpustilo pii pH 8,0. Rozpusténi
probihalo za stdlého michani na magnetické tfepacce. Roztok se pak doplnil
destilovanou vodou na objem jednoho litru a rozdélil do alikvotd. Roztok byl poté
sterilizovan po dobu 20 minut za teploty 121°C v autoklavu.

- Lyzaéniroztok A

Roztok se piipravil ze zasobniho roztoku 1M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA (pH
8,0). K10 ml 0,1 M roztoku Tris-HCI byl pfidan 1 ml 0,5 M roztok EDTA a vysledny
roztok byl poté doplnén sterilni destilovanou vodou do objemu 100 ml.

- Lyzaéniroztok B
K lyza¢nimu roztoku A byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3,0 mg/ml.
- 20% roztok dodecylsulfatu sodného (SDS)

20g SDS se rozpustilo v 80 ml destilované vody za ohiivani na 68 °C. Roztok se poté
doplnil sterilovanou vodou do objemu 100ml a rozdélil do alikvotd. Roztok nebylo
nutné sterilizovat. SDS je drazdiva latka, tudiz je pfi manipulaci doporu¢ovano pouzivat
rousku. Roztok se uchovava pfi laboratorni teplotée.

- Roztok proteinazy K (1 mg/ml)

Navazilo se 10 mg proteinazy K a rozpustilo se v 10 ml sterilni vody. Roztok se

uchovava pii -20 °C. Pfed pouzitim se fedi na pozadovanou koncentraci 100 pg/ml.

3.6.2 Roztoky pro fenolovou extrakci bakterialni DNA

- Fenol (pH 7,8)
Nasyceny roztok predestilovaného fenolu v TE pufru.
- Smés isoamyl-chloroform (CIZ)
V poméru 24:1 se smichal chloroform a isoamylalkohol.
- 3M roztok octanu sodného
V 80ml destilované vody se rozpustilo 40,81 g trihydratu octanu sodného
(CH3COONa . 3H;0). Roztok se doplnil do objemu 100 ml a poté sterilizoval po dobu
20 minut za teploty 121 °C v autoklavu. Poté se roztok rozdélil do alikvota.
- TE pufr
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Byly pouzity zasobni roztoky 1ml Tris-HCl a 0,2 ml EDTA). Po smichani uvedenych
objemu se roztok doplnil sterilni destilovanou vodou do objemu 100 ml a sterilné¢ se
rozlil do alikvotd. Roztok se uchovava pii teploté -20 °C.

- PBS pufr

V objemu 800 ml destilované vody se rozpustilo 80 g NaCl, 2 g KCI, 26,8 g
Na,HPO, -7H,0 a 2,4 KH,PO,. Takto se pfipravil 10x koncentrovany roztok, ktery byl
pred pouzitim nafedén desetinasobné.

3.6.3 Komponenty pro pripravu PCR smési

Komponenty pro pfipravu smési pro PCR a jejich objemy jsou uvedeny v Tab. ¢.
1. V tabulce ¢. 2 je uvedené slozeni PCR smési za pouziti PPP master mixu, ktery se
pouzil pro PCR metody pro rod Bifidobacterium, druhy Bifidobacterium animalis a
Lactobacillus acidophilus.

Tabulka ¢. 1: Komponenty pro PCR

PCR pro/ Objem [ul]
Poradi Komponenta Doména Rod Rod
Bacteria | Lactobacillus | Bifidobacterium
1. Voda pro PCR 17,5 19,0 19,0
2, loxk:)elfl';f::n‘i’“fr 25 25 25
3. Smés dNTP (10 mM) 1,0 0,5 0,5
4. primerl (10 pmol/pl) 1,0 0,5 0,5
primer 2 (10 pmol/pl) 1,0 0,5 0,5
6. Taq DNA-polymeraza 1.0 1.0 1.0
(1U/ )
7. Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 1,0 1,0
Tabulka €. 2: Slozeni PCR smési s PPP master mixem
Zvyseni citlivosti
Rod Druh Druh Druh Druh
Bifidobacterium | Bifidobacterium Lactobacillus | Bifidobacterium | Lactobacillus
animalis acidophilus animalis acidophilus
Slozka Objem (ul)
PCR voda 10,5 | 10,5 9,5 7,5 5.5
PPP master mix | 12,5 | 12,5 12,5 12,5 12,5
primer 1 1 0,5 1 1 2
primer 2 1 0,5 1 1 2
DNA matrice 1 1 1 3 3
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Protoze metody PCR pro druhy Bifidobacterium animalis a Lactobacillus acidophilus
nebyly dostatecné citlivé, pouzilo se komeréniho PPP Master mixu a zvySilo se
mnozstvi pfidanych primerti, DNA a zvysil se pocet cykld z 30-ti na 40 cykli.

3.64 Primery pro jednotlivé PCR metody

Jednotlivé metody PCR (celkem 6) se lisily sekvenci primera , které jsou uvedeny

spolu s velikosti v Tab. €. 3.
Tabulka ¢. 3: Primery specifické pro jednotlivé PCR [8]

PCR pro Velikost | [8]
doménu Primery Sekvence primeru (5°- 3") produkti
Bacteria [8] PCR
F_eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T
R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC 466 bp
et CTG TT
PCR pro rod LbLMA [9]
Lactobacillus lrev CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC
[9]Chyba! 250 bp
Nebyl zadan | Ry CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
nazev
PCR pro rod Pbi F1 CCG GAA TAG CTC C [10]
Bifidobacteri
um . 914 bp
[10] Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT GTG AA
PCR pro [10]
druh Ban F2 AAC CTG CCC TGTG
Bzﬁdob.actef*z 925 bp
um animalis
[10] Pbi R1 GCA CCA CCT GTG AAC CG
P(;fuflm Aci 16SI TCC AAG GAA GCG AAG GAT 371
Lactobacillus 750 bp
acidophilus | Aci 16SII CTC TTC TCG GTC GCT CTA
[37]
P(;fuflm Aci 16SI AGC TGA ACC AAC AGA TTC AC [38]
Lactactle
[3”8] Aci 16SII ACT ACC AGG GTA TCT AAT CC

Slozeni PPP Master mixu:

PPP Master Mix se dodava 2x koncentrovany: 150 mM Tris HCI, pH 8,8 (pii 25°C),
40 mM (NHy4 ),SOs, 0,02% Tween, 20,5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP,
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400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory a
barviva.

3.6.5 Pouzité mikrocastice
Byly pouzity magnetické mikrocastice funkcionalizované karboxylovymi skupinami F-
kol 15 ox (HEMA-co-GMA) a F-kol B100 (GMA) a Dynabeads. V tabulce €. 4 jsou
uvedeny jejich parametry.

Tab.¢.4: Parametry pouzitych mikrocastic:

Oznaceni ¢astic | Polymer | Velikost Hustota prumérné | Obsah | Zdroj
Castice castice Fe
(prumér pm) (g/cm3) (%)
F-kol 1350x PGMA | 1,16 1,27 11 Ing. D. Horak,
UMCH Praha, CR
F-kol B100ox PGMA | 0,70 0,81 5,36 Ing. D. Horak,
UMCH Praha, CR
Dynabeads PS 4,5 1,5 20 Life technologies
DNA Direct

PGMA-polyglycid metakrylat; PS- polystyren;

3.6.6 Roztoky pro Izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi

V Eppendorfovych zkumavkéach se smichal SM NaCl, 40 % PEG, hruby lyzat a
magneticky nosi¢. Slozeni separacni smési je uvedeno v kapitole 3.7.10 Tab.¢. 6.

3.6.7 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu

- TBE pufr (5x konc.)

Navazilo se 54 g Tris- baze, 27,5g kyseliny borité a 20 ml 0,5 ml EDTA (pH 8,0).
Navazka byla rozpusténa v 600 ml destilované vody. Roztok se doplnil destilovanou
vodou na objem mens$i nez 1 litr. Hodnota pH se upravila pomoci 1 M NaOH na
hodnotu 8,0 a roztok se doplnil do objemu jednoho litru destilovanou vodou. Piipadné
tuhé nebo nerozpusténé Castice se prefiltrovaly. Pfed pouzitim se roztok TBE pufru fedil
10x destilovanou vodou.

- Barvici lazen
V 500 ml destilované vody se rozpustilo 100 pl roztoku ethidiumbromidu (5 mg/ml).
- DNA standard

DNA standard 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR) obsahuje fragmenty DNA o
velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp.
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3.7 Metody

Nasledujici postupy byly provadény dle skript Spanové a Ritticha (2010) [1], byly
castecné modifikované dle doporuceni pani doc. RNDr. Aleny Spanové, CSc.

3.7.1 Oziveni lyofilizovanych bakterialnich kultur (Lactobacillus acidophilus
CCDM 476 a Bifidobacterium animalis CCDM 246a)

- S konzervou lyofilizované kultury bylo pracovano supersterilné
- Po opatrném otevieni sklenéné ampule a odstranéni zatky se k vysuSené
suspenzi mikroorganismu pfidalo asi 0,3 ml MRS média.
- Suspenze se opatrn¢ promichala a pfenesla do 10 ml tekutého MRS média.
- Takto byla poté kultura kultivovana pfi teploté 37 °C po dobu 2-3 dnu.
- Poté bylo odebrano 0,1 ml suspenze narostlych mikroorganismu a pfeockovano
do 10 ml MRS média.
- Kultura se poté kultivovala 2-3 dny.
Bakterie rodu Lactobacillus byly kultivovany aerobné. Bakterie rodu Bifidobacterium
byly kultivovany za anaerobnich podminek.

3.7.2 Uchovavani kultur zamrazenim v glycerolu

Do Eppendorfovych zkumavek se smichaly 2/3 objemu inokula s 1/3 objemu
glycerolu (40 %). (resp.: 200 pl promichané Cerstvé narostlé kultury v tekutém MRS
meédiu se 100 pl glycerolu (40%) ). Timto se dosahlo cca 15%-ni koncentrace
glycerolu, kterd je pro zamrazovani kultur idealni. Kultura je uchovéavana pii -20 °C.

3.7.3 Kontrola ¢istoty kultury

- Vykultivované bakterialni kultury se pfeo¢kovaly do 10 ml sterilniho tekutého
MRS média po 100 ul a byly kultivovany pii 37°C dalsi tii dny.

- Kontrola cistoty bakterialni kultury se provedla pomoci kiizového roztéru, kdy
se narostlé kultury v MRS médiu kiizovym roztérem vysely na Petriho misky
s pevaym MRS agarovym médiem a kultivovaly se pfi teploté 37 °C po dobu 3
dnu.

Kftizovy roztér a rust kolonii bun€k Biffidobacterium animalis ssp. lactis CCDM
241a. a bunék Lactobacillus acidophilus CCDM 476 je uveden na Obr.c.5 a Obr.C.6.
Rist téchto bunék v tekutém médiu je uveden na Obr.¢.7 a Obr.¢.8., kde lze ve
zkumavkach s kultivovanymi butikami pozorovat zakal média.
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Obr.¢.5: KriZovy roztér Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a
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Obr.C.7: Submerzni kultivace Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a

Zprava- kontrolni zkumavka, kultivované buriky, kultivované burnky

Obr ¢.8: Submerzni kultivace Lactobacillus acidophilus CCDM 476

Zprava- kontrolni zkumavka, kultivované bunky, kultivované buriky
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Homogenizace vzorki salamu pomoci BagSystemu

5 g steriln€ navazeného vzorku salamu bylo vlozeno do sterilniho sa€ku s membranou
BagFilter, ke kterému byl pfidan 2,5x néasobek sterilni vody (12,5 ml). BagFilter byl
vlozen do stomacheru a vzorek byl homogenizovan 15 min za obcasného promichani. Z
prostoru za membranou bylo pipetou odsato 1,5 ml homogenizatu a ten byl stoCen pfi
10 000 ot/3 min, supernatant byl slit a k sedimentu bylo pfidano dalSich 1,5 ml
zhomogenizovaného salamu a vzorek byl stoCen pfi 10 000 ot/3 min. Celkem tak bylo
zpracovano 3 ml homogenizatu a bun¢k v ném. Supernatant byl opét slit a byl pfidan 1
ml vody (promyti), vzorek byl nasledné stoCen 10 000 ot/3 min.

3.7.5

3.7.6
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Homogenizace vzorki salamu pomoci kopistu

Navazka 300 mg vzorku salamu se v Eppendorfové zkumavce (1,5 ml) smichala
$ 500 ul Lyza¢niho roztoku B.

Vzorek byl opatrné a pecliveé rozmélnén a promichan pomoci kopistu.

Poté se ptidalo dalsich 500 pul lyza¢niho roztoku B a smés se opét promichala.
Smés byla inkubovana do druhého dne pii teploté 55 °C za obcCasného
promichani.

Zlyzované hrubé lyzaty byly nasledné pouzity k izolaci DNA a uchovavany pfi
teploté -20 °C.

Priprava hrubych lyzata bunék

1 ml bunééné kultury v MRS médiu se centrifugoval pfi 14 500 ot/min po dobu
5 minut.

Supernatant se opatrné slil a nechal dobie okapat. Poté se resuspendoval v 1 ml
lyza¢niho roztoku A, suspenze byla opét centrifugovana pii 14 500 ot/min po
dobu 5 minut.

K sedimentu se ptidalo 500 pl lyzacniho roztoku B a sediment byl dokonale
resuspendovan.

Vzorky se pak inkubovaly po dobu 1 hod pfi laboratorni teploté za obfasného
promichani.

K inkubované suspenzi se pridalo 12,5 pl 20% SDS a 5 pl proteinazy K
(100 pg/ml). Smés byla dikladné promichana a inkubovala se pii 55 °C do
druhého dne.

Takto vzniklé hrubé lyzaty bunék byly uchovavany pfi teploté -20 °C, aby se
zamezilo pfipadné degradaci DNA.

Izolace DNA pomoci fenolové extrakce

K 500 pul hrubych lyzath (HL) se ptidalo 500 pul fenolu.

Smeés byla kyvavym pohybem opatrn€ promichavana po dobu 4 minut.

Poté se vzorky centrifugovaly pfi 15 000 ot./min po dobu 5 minut.

Pomoci $picky s ustfizenym hrotem byla odebrana vodni faze s DNA do Cisté
Eppendorfovy zkumavky.

K vodni fazi s DNA se ptidalo 500 ul TE pufru a poté se pridalo 700 ul smeési
chloroform-isoamylalkohol (24:1) a smés se opét promichala kyvavym pohybem
po dobu 4 minut.
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Takto pfipravené vzorky byly centrifugovany pii 15 000 ot./min po dobu 5
minut.

Z centrifugovanych vzorka se odebrala vodni faze s DNA a prepipetovala se do
Cisté Eppendorfovy zkumavky.

Srazeni DNA pridavkem ethanolu

Ke vzorku DNA se prfidalo 1/20 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl
promichan.

Poté bylo pfidano 1 ml 96% ethanolu, smés se promichala a pfi teploté -20 °C
po dobu 15 minut se nechala srazet DNA.

Smés byla zcentrifugovana pii 15 000 otackach po dobu 15 minut, po
centrifugaci se supernatant opatrné slil.

Sediment DNA se vysusil v exikatoru po dobu asi 10 min. Ziskanda DNA byla
rozpusténa v 50 ul TE pufru.

Takto ptipravena DNA byla nafedéna a pouzita pro PCR.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA se spektrofotometricky stanovovala pfistrojem
NanoPhotometerTM s objemem vzorku 4 pl. Jako referencni vzorek byl pouzit TE pufr.
Mefeni bylo provedeno vickem “lid 50 (viz tab. €. 5).

Tabulka ¢. 5: Parametry pro NanoPhotometer ™"

Oznaceni vicka lid 50
Opticka draha (mm) 0,2
Objem vzorku (ul) 0,7-4

Méritelny rozsah DNA (ng/ul) 150-4000

3.7.10

Izolace DNA pomoci magnetickych mikroc¢astic

Slozeni smési pro izolaci DNA pomoci magnetickych mikroc¢astic je uvedeno v Tab.

¢. 6.

Tabulka €. 6: SloZeni smési pro izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic

Krok ‘ Komponenty Separacni smés/mnozstvi (ul)
Roztok ¢. 1 2 3

1 NaCl (5 M) 200 200 200
2 hruby lyzat bunék | 50 150 175
3 PEG (6000 (40 %) | 200 100 100
4 Magneticky nosi¢ | 50 50 25

(2 mg/ml)
Celkem objem 500 500 500
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Po smichani komponentti se smés inkubovala po dobu 15 minut pfi laboratorni
teploté.

Poté se smés umistila do magnetického separatoru a magnetické mikrocastice
byly separovany po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté.

Po uplynulém casu byl odebran supernatant, z magnetického separatoru se
vyjmul magneticky pas a do Ependorfovych zkumavek s mikrocasticemi se
ptidalo 500 ul 70 % ethanolu.

Poté, co byl vzorek promichan, se do separatoru opét zasunul magneticky pas a
po 1 minuté se ethanol opatrné odebral.

Poté se mikrozkumavky vyjmuly ze separatoru a zbytkovy ethanol se odpafil.
Poté byla do 50 pl TE pufru eluovana DNA, ktera byla adsorbovana na povrchu
magnetickych mikrocastic. Smeés byla inkubovéana do druhého dne v lednicce.

Po uplynulé dobé se magnetickym separatorem odebraly magnetické
mikrocastice a DNA byla odebrana do Cistych Ependorfovych zkumavek.

U izolované DNA byla nasledné spektrofotometricky stanovena koncentrace.

Kromé izolace DNA z hrubych lyzatd bunék byl postup izolace DNA s vyuzitim
magnetickych Castic a separacni smési ¢.1 pouzit pro precisténi DNA.

3.7.11

castic

3.7.12
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Imunomagneticka separace bakteridlnich bunék pomoci magnetickych

K homogenizatu ziskaného homogenizaci BagSystémem se piidalo 100 pl MC
z magnetické perlové celulozy funkcionalizovanou potilatkou Anti-Lbc.

Smeés se poté inkubovala pfi laboratorni teploté po dobu 2 h za stalého michani.
Poté byly MC odseparovany pomoci magnetického separatoru a supernatant byl
odebran.

Zbylé MC byly promyty piidanim 800 pl PBS pufru a smés se michala 5 minut.
Poté byly MC opét odseparovany a znovu promyty.

Po 5-ti minutach se Castice odseparovaly a resuspendovaly v 50 ul PBS pufru.
MC snavazanymi buitkami v 50 pl PBS pufru bylo poté lyzovano v
termocycleru pfi teploté 99 °C po dobu 10 min. 30 ul PBS pufru s navazanymi
bunikami bylo lyzovano a 5 pl se vyselo na Petriho misky, pro ovéfeni viability
bunék.

Vzniklé lyzaty bun€k se pouzily jako DNA matrix do PCR smési.
Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vsechny komponenty pro PCR se pfed pouzitim rozmrazily, promichaly a
zcentrifugovaly.

Pripravilo se 25 pl PCR smeési s DNA matrici vzorkd. Smés pro PCR byla
pfipravovana sterilné v UV boxu.

Jednotlivé komponenty pro PCR se smichaly v poradi uvedeném v Tabulce €. 1
do malych 200 ul Eppendorfovych zkumavek.

Negativni kontrola se pfipravila pfidanim 1 pul PCR vody misto DNA matrice.
Pozitivni kontrola se pfipravila pouzitim DNA matrice o koncentraci 10 ng/pl
nekterého ovéreného bakterialniho kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833
T, Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium animalis CCM 4988 T.



Tabulka ¢. 7: Amplifikacni programy pro doménu Bacteria a rody Lactobacillus a

Vzorky obsahujici vSechny komponenty PCR byly promichany a kratce
zcentrifugovany a umistény do termocykleru, kde se nastavil specificky program
pro amplifikaci dle Tabulek ¢.7 a €.8.

Po ukonc¢eni amplifika¢niho programu se vzorky nanesly na 1,8 % agar6zovy

gel a detekovaly se specifické produkty PCR reakce.

Bifidobacterium
Doména Bacteria Rod Lactobacillus Rod Bifidobacterium
94 °C 5 min 94 °C 5 min 94 °C 5 min
94 °C 30s 95 °C 30s 94 °C 1 min
56 °C 30s 55°C 30s 50°C 1 min
72 °C 1 min 72 °C 1 min 72°C 2 min
72 °C 5 min 72 °C 7 min 72°C 10 min
30 cykla
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Tabulka €. 8: Amplifika¢ni programy pro bakterialni druhy L. acidophilus a B.
animalis

Druh Lactobacillus Druh Lactobacillus Drubh Bifidobacterium
acidophilus acidophilus animalis [10]
[37] [38]
94 °C 5 min 94 °C 5 min 94 °C 5 min
95°C 30s 94 °C 30s 92°C 30s
62 °C 30s 58 °C 30s 58 °C 30s
72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 1 min
72 °C 7 min 72 °C 5 min 72°C 10 min
30 cykla 40 cykla 30 cykld

[37 Jprimery specifické pro PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (Tilsala, 1997)
[38]primery specifické pro PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (Walter, 2000)

3.7.13
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Agarozova gelova elektroforéza DNA a produkta PCR

V Erlenmayerové baiice se v mikrovinné rozvaril 0,8% nebo 1,8 % agar6zovy
gel rozpusténim 1,8 g agardzy ve 100 ml 0,5% TBE pufru.

Po vychladnuti na cca 60 °C se smés prelila do elektroforetické vanicky
s hfebinkem a nechala tuhnout 30 minut. Po ztuhnuti gelu se hiebinek odial.

Na polyethylenové podlozce se smichalo 15 ul DNA a 3 ul nanaseciho pufru.
Vznikla smés byla nanesena do komurky gelu.

Vanicka snanesenou DNA vgelu se vlozila do elektroforetické vany a
prevrstvila se 0,5 TBE pufrem.

Poté probihala elektroforéza pti 80 V po dobu cca 1,5 hodiny.

Po dobéhnuti elektroforézy se gel barvil v roztoku ethidium bromidu (1 pg/ml)
po dobu 30 minut.

Obarveny gel byl pozorovan na transilluminatoru v UV svétle a fotograficky
zdokumentovan.



4 CIiL PRACE

Cilem prace bylo testovat vyuziti magnetickych mikrocastic pro izolaci a prukaz
probiotické DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR z fermentovanych masnych vyrobkd.

Dal§im cilem prace bylo prokazat pfitomnost bakterii druhu Lactobacillus
acidophillus a Bifidobacterium animalis v masnych vyrobcich s probiotiky.
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5 VYSLEDKY

5.1

5.1.1

Homogenizace vzorki salama pomoci BagSystému

Homogenizace vzorkiu salamu a piiprava hrubych lyzata bunék

Pro izolaci DNA bylo tfeba vzorky salamti homogenizovat. K homogenizaci byl
pouzit BagSystem a kopist (viz kap. 3.7.4 a 3.7.5).
Bylo testovano zpracovani vzorkt salami pomoci BagSystému a poté se pripravily
hrubé lyzaty bunék. Buiiky ze 3 ml homogenizatu byly promyty a zlyzovany (dle 3.7.6)
a pouzity pro izolaci DNA (dle 3.7.7). V tabulce ¢€.9 je zaznamenané potiebné mnozstvi
vzorku a sterilni vody potfebné pro vytézek urCitého mnozstvi DNA.

Tabulka ¢. 9: Testovani homogenizace vzorku salamu v BagSystému

Vzorek | Navazka | Mnozstvi Doba Mnozstvi Koncentrace | Celkové

¢. vzorku pridané homogenizace | homogenizatu | DNA (ng/pl) | mnozstvi

(g2) sterilni (min) pro izolaci DNA (ng)
vody (ml) DNA (ml)

1 5 12,5 15 3 165,0 8250

2 5 25 15 3 113,5 5675

3 10 25 15 3 68,3 3415

4 10 90 15 3 72,1 3605

— Nejvyssi mnozstvi DNA bylo izolovano z 5 g navazky salamu s 12,5 ml vody. Na
1 g vyrobku je tifeba pouzit minimalné 2,5 ml sterilni vody.

5.1.2 Homogenizace vzorka salamu pomoci kopistu

Byla testovana homogenizace 400mg, 300 mg a 200 mg vzorku salamu. Po pfidani
500 pl lyzaéniho roztoku B (viz kap. 3.7.5) byl vzorek inkubovan pti 55 °C do druhého
dne. Po duakladném zvortexovani se postupovalo dle postupu uvedeného v kapitole
3.7.6. Vizualné byla kontrolovana homogenizace vzorkd.

— Pro dukladnou homogenizaci bylo potfeba 2,5 ml lyzac¢niho roztoku B na 1 g
vyrobku (0,5 ml na 200 mg).

5.1.3 Priprava hrubych lyzata bunék

Z homogenizovanych vzorki salami byly pfipraveny hrubé lyzaty buné€k podle
postupu uvedeného v kapitole 3.7.6. Vizualné byl kontrolovan vzhled hrubych lyzata.
Po inkubaci pfi 55 °C byl vznikly hruby lyzat u navazky 400mg Ovcacké klobasy velmi
husty, na sténach zkumavky ulpival tuk. U salamu Orlik byl HL méné husty, asti
salamu byly sedimentovany na dné a v horni c¢asti Eppendorfovy zkumavky byla vrstva
lyz. roztoku. HL ziskané ze salamu Orliky byly vyrazné Cistsi.

36



— Hrubé lyzaty z jednotlivych salamu se lisily svou hustotou, zakalem a
pritomnosti castecek tuku. Byly pouzity pro izolaci DNA fenolovou extrakci a
magnetickymi ¢asticemi.

5.14

Izolace DNA z hrubych lyzati salaimi metodou fenolové extrakce

Z homogenizovanych vzorka salami byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék podle
postupu v kapitole 3.7.6. Poté se provedla izolace DNA pomoci metody fenolové
extrakce uvedené v kapitole 3.7.7. Pomoci agarézové gelové elektroforézy pak byla
ovefena izolace DNA a jeji relativni intaktnost. Vysledky jsou uvedeny na obrazku €. 9.
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA je uvedeno v tabulce ¢. 10. Z hodnoty
absorbance A260 se stanovila koncentrace DNA, z poméru hodnot A260/A280 se urcila
Cistota DNA (viz. tab.10).

Obr. €. 9.: Agarézova gelova elektroforéza DNA izolované ze saldmii

Béh | DNA Detekce | Nanesené | Mnozstvi
DNA mnozstvi | DNA (ng)
na gel (ul)
1 Ovcacka klobasa +++ 20 3300
2 Salam Orlik +++ 20 2260

+, ++, +++ Intenzita detekované DNA; — DNA nebyla

detekovana

Tabulka ¢.10: Spektrofotometrické stanoveni DNA

Nazev A2600m/280n Objem | 1 ncentrace
vzorku Az3omm | Azeonm | A2sonm | A3200m m vz[:lil](u DNA [pg/nl]
Ovéackd | 017 10076 10047 |001 |1.784 100 165
klobasa

Salim 0,017 |0046 |0024 |0001 |1,957 100 113
Orlik

— Z Ovéacké klobasy i ze salamu Orlik byla izolovana DNA v dostate¢né
koncentraci a kvalité vhodné pro metodu PCR.

— Byla izolovana DNA o koncentraci 165ng/ul (Ovéacka klobasa) a 113ng/pl
(salam Orlik).
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5.2 Izolace DNA z hrubych lyzatu salamu pomoci magnetickych
mikrocastic

Hrubé lyzaty salamu (HL) pfipravené inkubaci do druhého dne pii 55 °C byly
zcentrifugovany po dobu Smin pii 10 000 ot/min. Po centrifugaci byly opatrné
promichany a ze dna bylo odebrano 50 pl HL a pfidano do separacni smési ¢.1 (kap.
3.7.10, tab.¢.6) Dale se postupovalo dle 3.7.10.:

- Po separaci magnetickych &astic (MC) magnetem byl odebran supernatant a
MC s navazanou DNA byl 2x proplachnut 70%-nim ethanolem (500 pl).

— MC se liSily svym chovanim pri separaci magnetickym separatorem. Po
proplachnuti ethanolem a separaci magnetickym separatorem byly nejvice
viditelné MC F-kol 1350x a B-100, MC Dynabeads byly na sténé zachyceny jen
castecné a Kklesaly ke dnu.

53 Optimalizace izolace DNA z hrubych lyzatu bunék salamu pomoci
magnetickych ¢astic

Byly testovany hrubé lyzaty salamu piipravované homogenizaci pomoci BagSystemu
a kopistem. K optimalizaci byly pouzity ¢astice F-kol B-100 a tfi zlizné separa¢ni smési.
Separa¢ni smési se liSily mnozstvim hrubych lyzata salama (viz kap. 3.7.10, Tab. ¢.6).

5.3.1 Izolace DNA z hrubych lyzatu salamu pripravenych homogenizaci

pomoci BagSystemu

Hrubé lyzaty bunék byly pieCistény tfemi rGznymi separaCnimi smésmi (viz kap.
3.7.10, Tab.c.6) a magnetickym nosiCem. Separacni smési se li§ily mnozstvim hrubych
lyzatd bunék, mnozstvim PEG a mnozstvim pouzitého nosiCe. Nasledné byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA u jednotlivych vzorkda.

Z hrubych lyzath pfipravenych pomoci BagSystemu byla izolovana DNA s vyuZitim
castic F-kol B-100 a separacnich smési ¢.1, ¢.2 a ¢.3 (viz kap. 3.7.10, Tab.¢.6).
Pramémé vysledky jsou zaznamenany v tabulce ¢.11.

Tabulka &.11: Izolace DNA z HL salami pomoci MC F-kol B-100 Vzorky salimii
byly homogenizoviny BagSystémem.

Sep. A230 | A260 | A280 | A320 | A260/A280 | ¢ (ng/ul)

smés

¢.1 Ovcacka klobasa | 0,025 | 0,026 | 0,020 | 0,009 | 1,420 4,250
salam Orlik 0,038 | 0,028 | 0,016 | 0,003 | 1,849 6,688

¢.2 | Ovéacka klobasa | 0,021 | 0,048 | 0,042 | 0,020 | 1,272 0,278
salam Orlik 0,034 | 0,034 | 0,028 | 0,012 | 1,352 0,225

¢.3 | Ovéacka klobasa | 0,079 | 0,082 | 0,064 | 0,030 | 1,504 0,520
salam Orlik 0,013 |1 0,036 | 0,033 | 0,011 | 1,119 0,248

— Nejvyssich vytézku DNA se dosahlo pouzitim separacni smési €. 1., ktera méla
slozeni: 200 pl NaCl, 50 pl HL, 200 pl PEG a 50 pl magnetického nosice F-kol B-
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100 (2mg/ml). Tato smés pak byla pouzita k izolaci DNA tiemi druhy MC z HL
salama homogenizovanych kopistem.

532

pomoci kopistu

Izolace DNA z hrubych lyzatu salamu pripravenych homogenizaci

Pomoci kopistu se pfipravily hrubé lyzaty salamua z riznych mnozstvi vzorku (200,
300 a 400 mg), z nichZ byla poté pomoci MC izolovana DNA pomoci separaéni smési
¢.1 (kap. 3.7.10, viz Tab.¢.6). Testovala se izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic F-
kol 1350x, Dynabeads a F-kol B-100. V tabulce ¢. 12a (Ovcacka klobasa) a 12b (salam
Orlik) jsou zaznamenany spektrofotometricky ziskané koncentrace DNA.

Tabulka ¢. 12: Spektrofotometrické stanoveni DNA izolované z hrubych lyzata
salamu. Vzorky salamu byly homogenizovany kopistem.

a) Ovcéacka klobasa

Navazka pro Druh MC A230 | A260 | A280 | A320 | A260/A280 c
homogenizaci (ng/ul)

200 mg F-kol 135 ox | 0,095 | 0,085 | 0,053 | 0,000 1,604 21,2
F-kol B-100 | 0,027 | 0,018 | 0,019 | 0,007 0,917 5,5

Dynabeads | 0,095 | 0,039 | 0,027 | 0,000 1,444 9,8
300 mg F-kol 135 ox | 0,084 | 0,061 | 0,043 | 0,013 1,600 24,0
F-kol B-100 | 0,045 | 0,020 | 0,018 | 0,007 1,727 9,8
Dynabeads | 0,092 | 0,026 | 0,024 | 0,006 1,111 10,0
400 mg F-kol 135 ox | 0,082 | 0,067 | 0,050 | 0,019 1,548 12,0
F-kol B-100 | 0,096 | 0,066 | 0,045 | 0,022 1,913 11,0
Dynabeads | 0,301 | 0,164 | 0,134 | 0,071 1,476 23,2

b) salam Orlik
Navazka pro Druh MC | A230 | A260 | A280 | A320 | A260/A280 c
homogenizaci (ng/ul)

200 mg F-kol 135 ox | 0,091 | 0,109 | 0,084 | 0,030 1,463 19,8
F-kol B-100 | 0,145 | 0,073 | 0,054 | 0,032 1,864 10,3

Dynabeads | 0,186 | 0,096 | 0,078 | 0,041 1,292 13,8

300 mg F-kol 135 ox | 0,358 | 0,305 | 0,227 | 0,102 1,624 50,8
F-kol B-100 | 0,051 | 0,038 | 0,027 | 0,011 1,688 6,8

Dynabeads | 0,091 | 0,048 | 0,033 | 0,017 1,938 7,8

400 mg F-kol 135 ox | 0,169 | 0,149 | 0,111 | 0,053 1,655 24,0
F-kol B-100 | 0,102 | 0,062 | 0,043 | 0,020 1,826 10,5

Dynabeads | 0,060 | 0,033 | 0,026 | 0,016 1,700 4,3

—  Nejvyssi mnozstvi DNA bylo izolovano

F-kol B-100.
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Pomoci FE bylo izolovano ze 3 ml homogenizatu tj. 1,2 g vzorku 8250 ng DNA ze
salamu Ovc¢acka klobasa a 5675 ng DNA ze salamu Orlik. Coz je z 1g vzorku
v prepoctu asi 6900 ng DNA (Ovcacka klobasa) a asi 4700 ng DNA (Orlik). Kromé
bakterialni DNA vzorky pravdépodobné obsahuji 1 eukaryotni DNA z masa. Maso
obsahuje hemoglobin, co¢ je znama sloucenina inhibujici PCR [62].

Pomoci MC bylo z 200 mg vzorku izolovano 1060 ng DNA ze salamu Ov&acka
klobésa a 990 ng DNA ze salamu Orlik. To je v pfepoctu na 1 g vzorku 5300 ng DNA
u ov¢acké klobasy a 5050 ng DNA u salamu Orlik.

— Z 1 g salamu bylo izolovano pomoci FE priblizné o 20 % DNA vice, nez pomoci
MC.

5.33 Izolace DNA z bakterialnich kultur pomoci magnetickych ¢astic

Pro srovnani byla provedena izolace DNA kment Lactobacillus acidophilus CCDM
476 a Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a pomoci magnetickych ¢astic F-
kol 1350x, B-100 ox a Dynabeads. Buiiky byly kultivovany dle kap. 3.7.3. Z nich byly
pfipraveny hrubé lyzaty bunék (dle 3.7.6) a DNA byla izolovana dle postupu 3.7.10.
Nasledné bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce €. 13 a) b,.

Tabulka &13:  Spektrofotometrické méfeni DNA  izolované pomoci MC

z bakterialnich kultur
a) Lactobacillus acidophilus CCDM 476

F-kol 1350x | Vz.¢ | A230 A260 A280 A320 A260/a280 | ¢ (ng/pl)

1 0,136 0,172 0,120 0,033 1,598 69,5

2 0,146 0,183 0,128 0,038 1,610 72,5
F-kol B-100 | 1. 0,004 0,034 0,200 -0,005 | 1,560 19,5

2. -0,034 | 0,012 0,004 -0,011 | 1,533 11,5
Dynabeads | 1 0,114 0,104 0,064 -0,007 | 1,563 55,5

2 0,148 0,100 0,067 -0,013 | 1,413 56,5

b) Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a

F-kol 1350x | Vz.¢ | A230 A260 A280 A320 A260/a280 | ¢ (ng/pl)

1 0,052 0,096 0,078 0,025 1,340 35,5

2. 0,019 0,081 0,070 0,019 1,216 31,0
F-kol B-100 | 1. 0,001 0,012 0,010 0 1,200 3,0

2 0,008 0,019 0,016 0,003 1,231 4,0
Dynabeads | 1. 0,169 0,060 0,056 0,013 1,093 11,8

2. 0,148 0,074 0,059 0,019 1,375 13,8

— Nejvyssich koncentraci izolované DNA bylo dosazeno pomoci v nasledujicim
poradi: F-kol 1350x > Dynabeads> F-kol B-100. Poradi bylo stejné jako u salamu.
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54 Testovani druhové specifickych PCR

Byla ovétena ptitomnost druhil Bifidobacterium animalis a Lactobacillus acidophilus
v DNA izolovanych z bunék kment Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a a
Lactobacillus acidophilus CCDM 476. Tyto dva kmeny se vyskytuji v salamu Ovcacka
klobasa. Pro stanoveni bylo pouzito metody PCR pro druh Bifidobacterium animalis
(kap. 3.7.12) [10]. Na obrazku ¢. 10 jsou zobrazeny vysledky gelové elektroforézy
produkti PCR.

Pro stanoveni pfitomnosti bakterialni DNA druhu Lactobacillus acidophilus bylo
pouzito metody PCR pro druh Lactobacillus acidophilus[38] . Pro zvySeni citlivosti
metody bylo zvySeno mnozstvi pfidavanych primert, matrice DNA a pocet cykla (viz.
kap. 3.7.12, Tab. ¢.8). Slozeni PCR smési viz kapitola 2.6.5. Jako DNA matrice byla
pouzita DNA izolovana pomoci MC z HL bunék kultury Lactobacillus acidophilus
CCDM 476. Jako vzorek pozitivni kontroly byla pouzita ovéfena DNA kmene
Lactobacillus acidophilus CCM 4833T. Vzorky PCR byly naneseny na 1,5%-ni
agarozovy gel a dokumentovany (Obr. €. 11).

Obrazek ¢.10: Gelovad elektroforéza produktiic PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925
bp). Amplifikovano bylo riizné mnozstvi DNA ziskand izolované pomoci MC F-kol 1350x z HL

bunék cisté bakteridlni kultury.

PSRN SNe Y8 9 M0 M 1213

925 bp PCR
produkty

Dimery primer(

.. | Izolace Mnozstvi Detekce produktu
Béh | pra DNA DNA/PCR smés PCR
1 Standard 100 bp
2 10 ng +H+
PCR M
o c pro' MC Bifidobacterium
Bifidobacterium | 3 . 1 ng T+
animalis animalis ssp. n
1 1
s primery [10] 4 lactl; flCDM pg +++
5 a 10 pg ++

41



6 1 pg ++
7 100 fg .
8 10 fg/
9 1 fg -
10 prazdny b&h

11 negativni kontrola —
12 prazdny b&h

13 pozitivni kontrola 10 ng/ ul it

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

Obrazek ¢.11: Gelovd elektroforéza produktii PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (800
bp). Amplifikovino bylo riizné mnozstvi DNA izolované pomoci MC F-kol 1350x z HL bunék

cisté bakterialni kultury.

1 2353F 4976

78 9 10 11°1213 14

800 bp PCR produkty

Dimery primeru

PCR pro
Lactobacillus
acidophilus
s primery [38]

.. | Izolace Mnozstvi Detekce produktu
Béh | pna DNA DNA/PCR smés PCR

1 Standard 100 bp

2 prazdny béh

3 ) 10 ng +H+

MC Lactobacillus 1n

4 acidophilus CCDM g H

5 476 100 pg 4+

6 10 pg +H+

7 1 pg ++

" 100 fg

10 1fg
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11 prazdny béh

12 negativni kontrola -
13 prazdny béh

14 pozitivni kontrola 10 ng/ul T+

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Specifické produkty PCR pro druh Bifidobacterium animalis byly detekovany
po amplifikaci 10 ng az 100 fg DNA/PCR smés.

— Specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovany
po amplifikaci 10 ng az 10 fg DNA/PCR smés.

5.5 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA izolované ze salamu metodou

fenolové extrakce

Byla ovétena amplifikovatelnost DNA izolované ze salamt metodou fenolové
extrakce. Byla provedena PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria,rody
Lactobacillus a Bifidobacterium, druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium
animalis.

5.5.1 PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti a pfitomnosti bakteridlni DNA byla pouzita metoda
PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria. Postupovalo se podle postupu
uvedeném v kapitole 2.7.12. Do PCR byla pouzita DNA izolovana z masnych vyrobkt
pomoci fenolové extrakce nafedéna na rizné koncentrace. Byly amplifikovany produkty
PCR specifické pro doménu Bacteria o veliklosti 466 bp. Tyto produkty byly
detekovany pomoci agarozové gelové elektroforézy. Vysledky jsou zobrazeny
na Obrazku ¢.12 a ¢.13. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus
casei CCM 4798 vytredéna na koncentraci 10 ng/pl.

Obrazek ¢. 12: Gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro doménu Bacteria(466
bp). Amplifikovana byla DNA izolovand ze saldamii pomoci FE.
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bp

1000

500 466 bp PCR
400 produkty
100 Dimery
primeru
Béh DNA Mnozstvi Detekce PCR
DNA/PCR sm¢és produktu
1 Standard 100 bp +++
2 Salam Orlik 20 ng +++
PCR prodoménu | 3| Oveacka klobasa 20 ng -+t
Bgcterza 4 Negativni kontrola -
s primery [8] 5 prazdny béh
6 Pozitivni kontrola 10 ng ++

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

Obr. ¢. 13.: Gelova elektroforéza produktii PCR pro doménu Bacteria (466bp). Amplifikovino
bylo riizné mnozZstvi DNA izolované ze salamii pomoci FE.
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1 2 %@ 4WE# G T 8HeHIOr IR 1281445

bp
1000
500
400 466 bp PCR produkty
100
Dimery primeru
Mnozstvi DNA/PCR
Béh DNA mé Detekce
smes produktu PCR
1 Standard 100 bp 4+
PCR pro > Pozitivni 10ng s
, kontrola
doménu
Bacteria 3 Ov¢acka klobasa 20ng 4+
s primery [8] 4 | Ovéacka klobasa 10ng .
5 Ov¢acka klobasa Ing FH+
6 Oveacka klobasa 100pg ++
7 Ovéacka klobasa 10pg -
8 Ov¢acka klobasa Ipg -
9 salam Orlik 20 ng "
10 salam Orlik 10 ng F+
11 salam Orlik 1 ng ++
12 salam Orlik 100 pg +
13 salam Orlik 10 pg _
14 salam Orlik 1 pg -
15 Negativni )
kontrola

+, ++, +++ rizna intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan
— DNA byla z obou salamu izolovana v kvalité vhodné pro metodu PCR. Byly
detekovany specifické produkty PCR pro doménu Bacteria- amplikony o velikosti
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466 bp. Nejnizsi mnozstvi DNA matrice nezbytné pro prukaz produktu PCR

pomoci gelové elektroforézy bylo 100 pg/PCR.

552

PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus

Pro ovéfeni pfitomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus byla pouzita metoda PCR
s primery specifickymi pro rod Lactobacillus. Byla pouzita DNA ziskana metodou FE.
Postupovalo se podle postupu uvedeném v kapitole 3.7.12. VPCR smeésich bylo
testovano rtuzné mnozstvi MgCl, pfidané ke smési komplexniho pufru. Byly
amplifikovany produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp. Tyto
produkty PCR byly detekovany pomoci agarozové gelové elektroforézy (Obrazek ¢.13).

Citlivost PCR prorod Lactobacillus byla provedena podle postupu uvedeného
v kapitole 3.7.12. DNA byla vyfedéna desitkovym fedénim az do koncentrace 1 fg a
pouzita pro amplifikaci. Na Obrazku ¢. 14, 15 a 16 jsou zaznamenané vysledky. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus casei CCM 4798 (10 ng/ul).
Obr. ¢.14: Gelovad elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod Lactobacillus (250 bp).

Amplifikovano bylo riizné mnozstvi DNA/PCR smés izolované ze salamii pomoci FE.

1L ETEAEE 16 9T 18 40

500

300
200

100

403 112:43

250 PCR produkty

Dimery primer(

PCR pro
rod
Lactobacillus
s primery [9]

Mnozstvi Mnozstvi pridaného Detekce
Béh DNA DNA/PCR | MgCLx(50 mM)/PCR | produktu
smés smés PCR
1 Standard 100 bp 44
2 10 ng 0 4+
Ovcacka klobasa
4 10 ng 1 pl 4+
6 pozitivni kontrola 100pg +++
7 negativni kontrola -
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8 Ipg 0 +
9 10 ng 0,5 pl 4
o salam Orlik 10 ng Tl "
11 10 ng 1,5 pul T+
12 | pozitivni kontrola 10 ng +++
13 | negativni kontrola -

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

Obrazek €. 15.: Gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus (250
bp). Amplifikovano bylo riizné mnozstvi DNA/PCR smés izolované z ovcacké klobdsy pomoci

FE.
2030 4 S5 a6 1820 0 #11:12 13
bp
500
300
200 250 bp PCR produkty
100 Dimery primeru
Mnozstvi
Béh ¢ DNA DNA/PCR | Detekce PCR
Smes produktu
1 Standard 100 bp +++
PCR pro 2 10 ng 4+
rod In
Lactobacillus 3 g +++
s primery [9] 4 100 pg 4+
5 10 pg +
Ovcacka klobasa
6 1 pg _
7 100 fg )
8 10 fg _
9 1 fg i
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10 prazdny béh -
11 Pozitivni kontrola 10 ng 4+
12 prazdny béh -
13 Negativni kontrola -

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

Obrazek €. 16.: Gelova elektroforéza PCR produktii specifickych pro rod Lactobacillus ( 250
bp). Amplifikovdno bylo riizné mnozstvi DNA/PCR smés izolované ze saldmu Orlik pomoci FE.

175283 4 w5 "6° 3 879 10-11-142 13

bp

500
300
200 250 bp PCR produkty
10 Dimery primert
Mnozstvi
Béh ¢ DNA DNA/PCR Detekgel:’tCR
smés produktu
1 Standard 100 bp +++
PCR pro o) salam Orlik 10 ng ot
rod .
Lactobacillus 3 g ++
s primery [9] 4 100 pg ]
5 10 pg _
6 1 pg _
7 100 fg )
8 10 fg )
9 salam Orlik 1fg -
10 prazdny béh -
11 Pozitivni kontrola 10 ng T+
12 prazdny béh -
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13 Negativni kontrola -

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Po amplifikaci byly detekovany produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus.
Tim byla prokazana pritomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus ve vzorcich obou
salamii. Mnozstvi Mg”* ionti nemélo vliv na specifitu reakce.

— Nejnizs§i mnozstvi DNA matrice nezbytné pro prukaz produktu PCR bylo 10 pg
u Ovéacké klobasy a 1 ng u salamu Orlik.

5.5.3 PCR s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium z DNA izolované

pomoci fenolové extrakce a magnetickych castic

DNA byla izolovana pomoci fenolové extrakce a magnetickych mikrocéstic F-kol
1350x. Postupovalo se podle postupu popsaného v kapitole 3.7.12. Poté byla precisténa
DNA pouzitd k PCR reakci specifické pro rod Bifidobacterium. Pomoci agar6zové
gelové elektroforézy byly detekovany produkty PCR specifické pro rod
Bifidobacterium- amplikony o velikosti 914 bp. Urcilo se tak, ktery salam obsahuje
bakterie rodu Bifidobacterium. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku ¢. 17. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA izolovana z kmene Bifidobacterium animalis CCM 4988 T.

Pii posouzeni citlivosti PCR byla pouzita DNA matrice vyfedénd desitkovym
fedénim az do koncentrace 1 fg/ul. Na Obrazcich ¢. 18 a 19 jsou uvedené vysledky.

Obr. ¢. 17: Gelovad elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod Bifidobacterium (914
bp). Amplifikovana byla DNA izolovand fenolovou extrakci a magnetickymi casticemi F-kol
1350x.

172 A3 %450 M0 758 ¥9 ¥10

914 bp PCR
produkty
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Izolace Mnozstvi Detekce
Béh DNA DNA DNA/PCR | produktu
smeés PCR
1 Standard 100 bp +
PCR pro rod 2
Bifidobacterium <

s primery [10] 3 MC Ovtacka klobasa | 6018 +
4 MC salam Orlik 59 ng

5 MC PK 10 pg it
6 negativni N

kontrola
MC PK 10 ng ++
8 FE Orlik 10 ng
9 FE Ovcacka klobasa | 10ng +t
10 prazdny béh

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan
Obr. ¢. 18. Gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod Bifidobacterium (914 bp).
Amplifikovana byla DNA izolovand z Ovcdcké klobasy pomoci FE.

-2 -3 8480 $6. 07 2.8 =9 510511

1000
900

500

914 bp PCR
produkty

Izolace Mnozstvi
Béh | DNA DNA & DNA/PCR Detekce PCR
Smés produktu
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1 Standard 100 bp
10
PCR pro rod 2 ne +
Bifidobacterium | 3 1 ng +
s primery [10] 4 100 pg +
5 10 pg +
FE | Oveacka klobasa
6 1 pg -
7 100 fg .
8 10 fg -
9 1 fg -
10 pozitivni kontrola 10 ng +++
11 negativni kontrola -

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan
Obr. ¢. 19. Gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod Bifidobacterium (914 bp).
Amplifikovana byla DNA izolovana ze salamu Orlik pomoci FE.

182 8348 560 .48 % 9410511

Fy . 914bp PCR
produkty
500

Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/PCR produktu

smés PCR

PCR pro rod 1 Standard 100 bp +++
Bifidobacterium 2 10 ng -
s primery [10] 3 I ng ]
4 FE salam Orlik 100 pg ]
5 10 pg _
6 1 pg _
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7 100 fg )
8 10 fg ]
9 1 fg _
10 pozitivni kontrola 10 ng 4+
11 negativni kontrola -

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan
— Pritomnost DNA bakterii rodu Bifidobacterium byla prokazana ve vyrobku
Ovcacka klobasa.

— Nejnizs§i mnozstvi DNA, které bylo amplifikovano v PCR za vzniku produktu
PCR detekovatelného pomoci gelové elektroforézy bylo 10 pg.

— V DNA izolované ze salamu Orlik nebyly opakované detekovany zadné
produkty PCR specifické pro rod Bifidobacterium, coz vypovida o nepritomnosti
DNA rodu Bifidobacterium.

554 PCR pro druh Lactobacillus acidophillus

Pro stanoveni pfitomnosti bakteridlni DNA druhu Lactobacillus acidophilus ve
vzorcich izolovanych pomoci FE a MC z HL vzorkd salami bylo pouZito metody PCR
pro druh Lactobacillus acidohpilus. Pii pouziti metody PCR pro druh L. acidophilus
byly detekovany pouze amplikony po amplifikaci DNA Ovc¢acka klobasa izolované
pomoci FE. Z tohoto divodu byly testovany jiné primery. Slozeni PCR smési viz
kapitola 3.6.3. Jako pozitivni kontrola byla pouzita ovéfena DNA typového kmene
Lactobacillus acidophilus CCM 4833 T. Produkty PCR byly naneseny na 1,5%
agarozovy gel. Na dalsi strané jsou na obrazku €. 20 jsou fotograficky zdokumentovany
vysledky vypovidajici o nizké citlivosti metody (10ng/PCR smgs).

Ke zvyseni citlivosti se dvojnasobné navysSilo mnozstvi piidavanych primeri a
trojnasobné mnozstvi DNA (viz kapitola 3.6.3).

P11 posouzeni citlivosti PCR byla pouzita DNA matrice ziskana fenolovou extrakci ze
vzorku salamu Ovc¢acka klobasa. Pii pouziti primerd Aci 16SI a Aci 16SII (Walter,
2000) s velikosti produkti 800 bp byly produkty PCR jiz zfetelné po amplifikaci 100 fg
DNA. Na obrazku ¢. 21 zobrazeny vysledky gelové elektroforézy.
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Obrazek ¢.20: Gelovad elektroforéza PCR produktii pro druh Lactobacillus acidophilus (750
bp). Amplifikovana byla DNA ziskand ze saldmii izolaci pomoci FE a MC.

bp
1000
888 750bp PCR
700 produkty
500
400
Dimery primeru
Izolace Mnozstvi Detekce
PCR pro Béh | DNA DNA DNA/PCR produktu
druh smeés PCR
Lactobacillus
acidophilus 1 Standard 100 bp
s primery [37] | 2 prazdny b&h
3 | MC salam Orlik 10 ng
4 prazdny béh
5 | MC salam Orlik 15 ng
6 Ovéacka klobasa 10 ng ++
7 FE salam Orlik 10 ng
8 NK
9 | MC PK 10 ng +H+

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan
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Obrazek ¢.21: Gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro druh Lactobacillus
acidophilus (800 bp). Amplifikovana byla DNA ziskana izolaci pomoci FE z HL saldmu

Ovcacka klobasa.

-+ 2 -3 ELSR6 TN SO MOFLIPTI2H 314

800 bp PCR produkty

Dimery primer(

., | Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | oNA DNA DNA/PCR smés | produktu PCR
1 Standard 100 bp
2 prazdny béh
PCR pro 3 FE Ov¢acka klobasa 10 ng F++
druh
Lactobacillus 4 I ng +++
ac?dophilus 5 100 pg it
s primery [38]
6 10 pg 4+
7 1 pg +
. 100 fg N
9 10 fg
10 I fg
11 prazdny béh
12 negativni kontrola ---
13 prazdny béh
14 MC pozitivni kontrola 10 ng/ +++

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovany v
DNA Ovc¢acka klobasa do koncentrace 100 fg/PCR smés u DNA izolované pomoci
FE Ovc¢acka klobasa.

— V DNA izolované ze salaimu Orlik nebyly detekoviny zadné specifické produkty
pro druh Lactobacillus acidophilus.
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5.5.5 PCR pro druh Bifidobacterium animalis

Pro stanoveni pfitomnosti bakteridlni DNA druhu Bifidobacterium animalis v DNA
izolované pomoci FE a MC z HL salam@ bylo pouZito metody PCR pro druh
Bifidobacterium animalis . Slozeni PCR smési viz kapitola 3.7.12. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita ovéfend DNA typového kmene Bifidobacterium animalis CCM
4988 T. PCR produkty byly naneseny na 1,5% agarozovy gel. Protoze PCR produkty
byly detekovany pouze u vzorkd obsahujicich vy$si mnozstvi cilové DNA (vzorek
ziskany pomoci FE a vzorek ziskany pomoci MC o koncentraci 26 ng/ul), bylo
v nasledujicich PCR reakcich zvySeno mnozstvi pfidavanych primerd, DNA matrice a
pocet cyklu. Na obrazku €. 22 jsou zobrazeny vysledky gelové elektroforézy amplikond.

Pii posouzeni citlivosti PCR byla pouzita DNA matrice ziskana fenolovou extrakci ze
vzorku salamu Ovcacka klobasa. Pro zvyseni citlivosti metody bylo zvySeno mnozstvi
ptidavanych primerti, matrice DNA a pocet cykla (viz. kapitola 3.6.3) Na obrazku ¢. 23
jsou zobrazeny vysledky gelové elektroforézy.

Obrazek ¢.22: Gelovad elektroforéza produktiic PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925
bp). Amplifikovdna byla DNA ziskand izolaci pomoct MC a FE z HL saldmi.
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bp

1000
900

500
400

PCR pro druh
Bifidobacterium
animalis
s primery [10]

Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/PCR | produktu
smeés PCR
1 Standard 100 bp
2 prazdny béh
3 MC salam Orlik 10 ng
4 prazdny béh
¢ 26
5 | MG+ 1 Oveacka klobasa ne ++
kopist
6 | MC+ salam Orlik 15 ng
kopist
7 prazdny béh
8 FE Ov¢eacka klobasa 10 ng ++
9 FE salam Orlik 10 ng
10 NK
11 PK 10 ng/pl +4+

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

-

56

detekovan

Obrazek ¢.23: Gelovad elektroforéza produktii PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925
bp). Amplifikovana byla DNA izolovand pomoci FE z HL salamu Ovcdackd klobdsa.
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PCR pro druh
Bifidobacterium
animalis
s primery [10]

Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/? CR | produktu

smés PCR

1 Standard 100 bp

o) FE Ovcacka klobasa 10 ng et

3 I ng +++

4 100 pg +++

5 10 pg ++

6 1 pg ++

7 100 fg

8 10 fg ---

9 1fg ---

10 prazdny béh

11 pozitivni kontrola 10 ng/ ul +++

12 prazdny béh

13 negativni kontrola ---

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Specifické produkty PCR pro druh Bifidobacterium animalis byly detekovany
po amplifikaci DNA Ovcacka klobasa izolované FE. Homogenizace salamu byla
provvedena KOPISTEM.

— Specifické produkty PCR byly detekovany do koncentrace 1 pg/PCR smés.

— V DNA izolované ze salaimu Orlik nebyly amplifikovany produkty PCR
specifické pro druh Bifidobacterium animalis.
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5.6 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA izolované MC ze salimi

homogenizovanych kopistem

Byla ovéfena amplifikovatelnost DNA izolované z masnych vyrobkid pomoci
magnetickych castic F-kol 1350x.Byla provedena PCR pro doménu Bacteria, druh
Lactobacillus a Bifidobacterium animalis.

5.6.1 PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria DNA izolovana z HL
salamu pomoci MC F-kol 1350x (466bp)

Byla testovana amplikifikace DNA izolované z masnych vyrobkiti homogenizovanych
kopistem pomoci magnetickych castic F-kol 1350x. Pro stanoveni piitomnosti
bakterialni DNA ve vzorcich izolovanych z HL vzorkd salamt bylo pouzito metody
PCR pro doménu Bacteria. Reakéni slozeni smeési viz kapitola 3.7.12. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita ovéfena DNA rodu Lactobacillus. Bylo amplifikovano rizné
mnozstvi DNA ve dvou opakovanich. Produkty PCR byly detekovany na 1,5%
agarozovém gelu. Na obrazcich ¢. 24, 25 a 26 jsou vizualizované produkty PCR
specifické pro doménu Bacteria.

Obrazek ¢&.24: Gelovd elektroforéza produktic PCR pro doménu Bacteria (466 bp).
Amplifikovana byla DNA izolovand z HL saldmu Orlik pomoci MC.
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Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/PCR produktu
smés PCR
1 Standard 100 bp
PCR pro 2 prazdny béh
doménu 3 MC , , 6 ng -+
B act eria 7 ME salam Orlik 12 ng et
s primery [8]
5 prazdny béh
6 MC salam Orlik 9ng o+
7 MC 18 ng +++
8 prazdny béh
9 MC salam Orlik 17 ng o+
10 MC 34 ng +++
11 prazdny béh
12 MC salam Orlik 19 ng o+
13 MC 38 ng e
14 NK -
15 MC PK 10 ng 4+

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

Obrazek ¢.25: Gelovd elektroforéza produktii PCR pro doménu Bacteria (466 bp).
Amplifikovéna byla DNA izolovéna z HL saldmu Ovcdckd klobdsa pomoci MC.
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Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA ¢. DNA/PCR smés produktu
PCR
1 Standard 100 bp
PCR pro 2 prazdny béh
doménu | 3 MC o ) 12 ng T+t
. Ovcacka klobasa
Bacteria | 4 24 ng ot
s primery —
8] 5 prazdny béh
6 Ovcacka klobasa 10 ng Tyt
7 20 ng +++
8 prazdny béh
9 Ovcacka klobasa 10 ng bt
10 20 ng -
11 prazdny béh
12 Ovcacka klobasa 10 ng Tyt
13 20 ng 4+
14 NK .
15 PK 10 ng et

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

Obrazek ¢&.26: Gelovd elektroforéza produktii PCR pro doménu Bacteria (466 bp).
Amplifikovéna byla DNA izolovand z HL saldmii pomoci MC.
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Izolace Mnozstvi Detekce
Béh DNA DNA ¢&. DNA/PCR produktu
smés PCR
1 Standard 100 bp
PCR pro 2 15 ng +
doménu . . 14n
~ g
Bacteria 3 MC salam Orlik +++
s primery [8] 4 11 ng +++
5 13 ng +++
6 Ovéacka klobasa 26 ng o+
7 16 ng et
8 NK -
9 MC PK 10 ng/ul Tyt

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Ve vzorku DNA izolované ze salamu Orlik a Ov¢acka klobdsa byla pomoci
metody PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria prokazina pritomnost
bakterialni DNA.

5.6.2 PCR pro druh Lactobacillus acidophillus (800 bp)

Protoze pritomnost DNA bakterii rodi Lactobacillus a Bifidobacterium byla
testovana ve vzorcich izolovanych pomoci fenolové extrakce, stanovovala se pfitomnost
DNA druhtt Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Pro stanoveni
pfitomnosti bakteridlni DNA druhu Lactobacillus acidophilus ve vzorcich izolovanych
pomoci MC F-kol 1350x bylo pouzito metody PCR pro druh Lactobacillus acidophilus.
Slozeni PCR smési viz kapitola 3.7.12. Pro zvySeni citlivosti metody bylo zvySeno
mnozstvi pfidavanych primert, matrice DNA a pocet cyklu (viz. kapitola 3.6.3). Jako
pozitivni kontrola byla pouzita ovétend DNA kmene Lactobacillus acidophilus CCDM
476. Vzorky PCR byly naneseny na 1,5% agar6ézovy gel. Na obrazku ¢. 27 jsou
zobrazeny vysledky gelové elektroforézy produkti PCR.

Pfi posouzeni citlivosti PCR byla pouzita DNA matrice ziskana izolaci MC F-kol
1350x z HL salamu Ovcacka klobasa. Na obrazku ¢. 28 jsou zobrazeny vysledky gelové
elektroforézy produkti PCR.
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Obrazek ¢.27: Gelovd elektroforéza produktii PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (800
bp). Amplifikovana byla DNA izolovand pomoct MC F-kol 1350x zHL saldmu Ovidckd

klobasa.
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800 800 bp PCR produkty
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Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/PCR produktu
smés PCR
1 Standard 100 bp
PCR pro 2 17 ng/ ++
druh MC Ovcacka klobasa on
Lactobacillus | 3 & t+
acidqphilus 4 13 ng 4
s primery
[38] 5 26 ng ++
6 21,2 ng ++
7 23,2 ng ++
8 9,7 ng -
9 12 ng +
10 10 ng +
11 negativni kontrola ---
12 MC pozitivni kontrola 10 ng/ul ++

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan; *pravdépodobné chyba pfi pfipravé PCR smési

62




Obrazek ¢.28: Gelovd elektroforéza produktic PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (800
bp). Amplifikovdno bylo rizné mnozstvi DNA izolované pomoct MC z HL saldmu Ovcdicka
klobdsa.
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800 ‘ 800 bp PCR produkty
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Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/PCR | produktu
smeés PCR
1 Standard 100 bp
PCR pro 2 MC Ovéacka klobasa 20 ng -+
druh 0
Lactobacillus | 3 & ++
acidophilus 4 I ng bt
s primery [38]
5 100 pg ++
6 10 pg ++
7 1 pg
8 100 pg ---
9 10 pg
10 prazdny béh
11 negativni kontrola ---
12 prazdny béh
13 MC pozitivni kontrola 10 ng +++

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan
— Specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovany
po amplifikaci DNA izolované pomoci MC.

— Specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovany
do koncentrace 10 pg/PCR smés.
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5.6.3 PCR pro druh Bifidobacterium animalis

Pro stanoveni pfitomnosti bakterialni DNA druhu Bifidobacterium animalis ve
vzorcich izolovanych pomoci MC F-kol 1350x ze salamu Ov&acka klobasa
homogenizovanych kopistem bylo pouzito metody PCR pro druh Bifidobacterium
animalis . Slozeni PCR smési viz kapitola 3.7.12. Pro zvyseni citlivosti metody bylo
zvySeno mnozstvi pfidavanych primert, matrice DNA a pocet cyklu (viz. kapitola
3.6.3). Jako DNA matrice byla pouzita DNA izolovana pomoci MC zHL salamu
Ovcacka klobasa. Jako pozitivni kontrola byla pouzita ovéfena DNA kmene
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a. Produkty PCR byly detekovany na
1,5 agar6zovém gelu. Na obrazku ¢. 29 jsou zobrazeny vysledky gelové elektroforézy.

Obrazek ¢.29: Gelovad elektroforéza produktiic PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925
bp). Amplifikovana byla DNA ziskand izolact pomoct MC z HL saldmu Ovédckd klobdsa.

17128 354N eI B9 854001213

bp

1000

900 925 bp PCR

500 produkty

Dimery primer(

Izolace Mnozstvi Detekce
Béh | DNA DNA DNA/PCR | produktu
smés PCR
1 Standard 100 bp
PCR pro druh 2 10 ng +++
Bifidobacterium MC Ovcacka klobasa 1
animalis 3 ne T
s primery [10] | 4 100 pg 4+
5 10 pg ++
6 1 pg +
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7 100 fg
8 10 fg
9 1 fg ---
10 prazdny béh

11 negativni kontrola -
12 prazdny béh

13 pozitivni kontrola 10 ng T+

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Specifické produkty PCR pro druh Bifidobacterium animalis byly detekovany
po amplifikaci 10 ng az 1 pg DNA izolované pomoci MC z HL salamu Ovéacka
klobasa.

5.7 Imunomagneticka separace bunék Lactobacillus acidophilus

Sakamy byly homogenizovany (10 g salamu v 25 ml ster. H,O) pomoci BagSystému.
K homogenizatu byly piidany MC z magnetické perlové celuldzy funkcionalizované
protilatkou anti-Lactobacillus. Popis separace bunék je popsan v kapitole 3.7.11.
Imunomagneticka separace (IMS) byla provedena ve tfech opakovanich. Jako kontrola
byly pouzity buiiky kmene L. acidophilus CCDM 476.

5.7.1 IMS kultivace a IMS-PCR rod Lactobacillus z homogenizatu salamu

Postupovalo se podle navodu popsaného v kapitole 3.7.11. Lyzaty bunék ziskané byly
pouzity pro IMS-PCR specifickou pro rod Lactobacillus . Slozeni PCR smési viz
kapitola 2.6.5. Jako DNA matrice bylo pouzito vzorka lyzovanych izolovanych bunék
pomoci MC zperlové celulozy. Pomoci agarozové gelové elektroforézy byly
detekovany specifické amplikony o velikosti 250 bp (Obrazek ¢. 30). Jako vzorek
pozitivni kontroly byla pouzita ovétend DNA kmene Lactobacillus acidophilus CCDM
476., ktera byla vyfedéna na koncentraci 10 ng/ pl.
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Obrazek ¢.30: Gelovd elektroforéza IMS-PCR produktii pro rod Lactobacillus (250 bp).
Amplifikovana byla DNA ziskand povarenim bunék narostlych po imunomagnetické separaci

bunék.
15 2 8=i=-48 5 862 / 28 19

bp

500

300

200 250 PCR produkty

100

IMS bunék z
. ' Detekce
Beh vyrobku DNA produktu PCR
1 pozitivni kontrola +++
PCR pro 2 negativni kontrola ---
rod - 3 Standard 100 bp
Lactobacillus
s primery [9 4 ++

P v ] salam Orlik Lactobacillus
5 ++
6 ++
7 +++
" Ovcacka klobasa Tt
9 +++

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— V buiikach izolovanych z homogenizatu salamu byly detekovany produkty PCR
v ruzné intenzité. PFitomnost bakterialni DNA rodu Lactobacillus byla prokazana.
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572 IMS-PCR pro druh Lactobacillus acidophilus

Pomoci magnetickych nosi¢t funkcionalizovanych protilatkou anti-Lactobacillus
byly izolovany buiiky dle postupu uvedeného v kap. 3.7.11. Po lyzi komplexti MC-
buika byl pouzit lyzat bunék pro amplifikaci pro IMS-PCR specifickou pro druh
Lactobacillus acidophilus. Slozeni PCR smési viz kapitola 2.6.5. Po kultivaci bunék
izolovanych pomoci IMS narostla pouze 1 kolonie, ktera byla pouzita do IMS-PCR
specifické pro druh Lactobacillus acidophilus Jako pozitivni kontrola byla pouzita
oveéfend DNA kmene Lactobacillus acidophilus CCDM 476, vytfedéna na koncentraci
10 ng/ pl. Produkty IMS-PCR byly naneseny na 1,5%-ni agarézovy gel. Pro zvysSeni
citlivosti metody bylo zvySeno mnozstvi pifidavanych primert, matrice DNA a pocet
cykll (viz. kapitola 2.6.5). Pfi pouziti primert Aci 16SI a Aci 16SII s velikosti produktt
800 bp byly produkty PCR jiz zfetelné. V béhu €. 10 je amplikon ziskany amplifikaci
DNA narostlé bakterialni kolonie. Na obrazku ¢. 31 jsou zobrazeny vysledky gelové
elektroforézy.

Obrazek ¢.31: Gelovad elektroforéza IMS PCR produktii pro druh Lactobacillus acidophilus
(800 bp). Amplifikovana byla DNA bunék izolovanych imunomagnetickou separaci bunék
z homogenizatii salamil.

1+ 2 G S5 oY N O W0 TR IR T I

L4 800 bp PCR produkty

Dimery primer(

IMS Detekce
PCR pro Béh bunék z DNA PCR
druh vyrobk produktu
Lactobacillus
acidophilus 1 Standard 100 bp
s primery [38] 2 4+
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3 Ovcacka | L. acidophilus T+
klobasa
4 +++
5 prazdny béh
6
salam L. acidophilus
! Orlik
8 -
9 prazdny béh ---
bakterialni +++
10 .
kolonie
11 prazdny béh
12 Negativni .
kontrola
13 prazdny béh
pozitivni
13 kontrola AR

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

— Po IMS-PCR byly detekované produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus

acidophilus.

Bunky izolované z homogenizatu

Lactobacillus acidophilus.

— V DNA bunék izolovanych z homogenizati salamu Orlik nebyla prokazana

detekovan

salimu Ovéacka klobasa byly druhu

pritomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus acidophilus.

68




5.8

Shrnuti vysledku testovani amplifikovatelnosti DNA izolované ze

salamu pomoci FE

Vtab. ¢. 14 jsou porovnany metody PCR pouzité pii prukazu bakterialni DNA
v masnych vyrobcich. DNA byla izolovana metodou FE z HL salamt pfipravenych
homogenizaci BagSystémem.

Tabulka ¢. 14: Detekce specifickych produkti PCR pro doménu Bacteria, rody
Lactobacillus a Bifidobacterium, druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium

animalis
PCR ] rod rod druh druh
domen'a Lactobacillus | Bifidobacterium | Lactobacillus Bifidobacterium
Bacteria acidophilus animalis
Mnozstvi
DNA/PCR I I 1 I 1 1I 1 I 1 1I
smeés
10ng ot | 4+ | | ++ +H+ +H+
Ing 4+ | o4+ | |+ + +++ +++
100pg ++ + | +++ | + +++ +++
10pg ++ + +++ ++
1pg ++ ++
weg [~ [~ -] — | — R -
wtg [~ -] — | —
1fg

[-Ovcacka klobasa, II- salam Orlik; +, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR;
— Produkt PCR nebyl detekovan

— V DNA izolované z Ovéacké klobasy byla prokdzana pritomnost bakterialni
DNA, DNA rodu Lactobacillus a Bifidobacterium a DNA druhu Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacterium animalis.

— U DNA izolované ze salimu Orlik byla prokazana pritomnost bakterialni DNA
a DNA rodu Lactobacillus. Ve vzorku DNA izolované pomoci FE z HL salimu
Orlik nebyla detekovana DNA rodu Bifidobacterium a druha Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacterium animalis.
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5.9 Srovnani metod izolace DNA FE a MC

V nasledujici tabulce €.16 jsou shrnuty vysledky PCR metod pro DNA izolované ze
salamu Ov&acka klobasa a pro DNA bakterialnich kultur izolovanych pomoci MC F-kol
1350x. druh Lactobacillus acidophilus

Tabulka €. 16: Vysledky pro druh Lactobacillus acidophilus

PCR druh druh PK PK
Lactobacillus | Bifidobacterium Lac.tobac.illus Biﬁt?oba?ter ium
acidophilus animalis acidophilus animalis ssp.
CCDM 476 lactis CCDM
241a
DNA Ovcacka klobasa Bakterialni kultury
Mnozstvi
DNA/PCRsmés | FE | MC FE MC MC MC
10ng e+ | +++ +++ -+ +++
Ing +++ | +++ +++ +++ +++ +++
100pg +++ |+ +++ +++ -+ +++
10pg +++ |+ ++ ++ ++ ++
1pg ++ ++ + ++
100 fg + +
10 fg
1fg

+, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu PCR; — Produkt PCR nebyl

detekovan

— Citlivost PCR s DNA matrici izolované pomoci MC vy$la 100x nizsi (10 pg/PCR
smés). nez s DNA matrici izolovanou pomoci MC. Citlivosti ostatnich PCR (pro
druh B. animalis) byly stejné (1 pg/PCR smés).
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6 DISKUZE

Na naSem trhu se zacinaji objevovat fermentované salamy obohacené probiotiky.
Tento druh vyrobki se tak stava zajimavym artiklem. Cilem této prace je vyvinuti
metody pro izolaci bakterialni DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR z takovychto masnych
vyrobkl a vyuzitim magnetickych nosica.

Salam Ovcacka klobasa dle dostupnych udaji ma obsahovat probiotické kultury L.
acidophilus CCDM 476 a B. animalis ssp. lactis CCDM 241a. Dalsi kultury nejsou
vyrobcem deklarované [50].

Salam Orlik obsahyje dle informaci dodanych vyrobcem bézné pouzivané startovaci
kultury:  Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus,Lactobacillus sakei,
Pediococcus pentosaceus, Debaryomyces hansenii (Tyto informace byly poskytnuty na
zaklade telefonického rozhovoru.). Vyrobce neuvadi, ktery z druhd je probioticky. Ve
vyrobku byly prokézany bakterie rodu Lactobacillus, jehoz nékteré druhy jsou zdravi
prospesne.

Prvnim krokem v PCR je izolace DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR. K tomu je potieba
homogenizovat vzorek potraviny a zlyzovat buiiky. Z lyzovanych bun€k se pak izoluje
DNA. Toto popsala tfada autord [60]. Pomoci homogenizace vzorkd salami
BagSystémem byly ziskany homogenizaty bez viditelného podilu tukli, coz usnadnilo
izolaci DNA pomoci MC. Pomoci homogenizace vzorkd salamd kopistem bylo ve
vzorku HL piitomno velké mnozstvi tuku, ktery znesnadiioval izolaci DNA pomoci MC
a prechazel pak i do PCR smési. Pritomny tuk tak mohl interferovat v PCR. Inhibitort
PCR je znam velky pocet [61]. Tim se da vysvétlit rozdil v citlivosti PCR, ktery byl
detekovan pouze v PCR specifickych pro druh L. acidophilus.

Pii izolaci DNA z hrubych lyzatd salamd tvoiily MC F-kol 1350x a F-kol B-100
sediment rychle se usazujici na dné zkumavek; MC Dynabeads po promichani tvofily
stejnorodou suspenzi, ktera pénila (nejspise kvuli pridavku povrchové aktivnich latek).
HL Ovcacké klobasy byly vyrazné hustsi, nez u salamu Orlik, také obsahovaly mnoho
pevnych castic masa a tuku. Po separaci magnetickym separatorem byla zfetelna
srazenina u Ov&acké klobasy, ktera byla piitazena spolu s MC ke st&n& Eppendorfovy
zkumavky. Pfi odebirani supernatantu ze zkumavek s MC Dynabeads tyto Gastice
klesaly ke dnu a byly strhavany od stény. Nejlépe se pracovalo s Casticemi F-kol 1350x,
které byly vybrany pro dalsi testovani.

Izolace DNA z HL bunék bakterialnich kultur byla vyrazné jednodusi nez u masnych
vyrobkl. Predev§im z divodu nepfitomnosti masa a tuku. Z obou kmenti byla izolovana
DNA o dostate¢né koncentraci. Pomoci MC F-kol 1350x a Dynabeads byly izolovany
nejvyssi koncentrace DNA. VysSich koncentraci bylo dosazeno u kmene Lactobacillus
acidophilus CCDM 476, ktery po oziveni mé¢l vétsi nartst v médiu a bylo tak pouZzito
veétsi mnozstvi bunék pro izolaci DNA. Pouzivané metody byly popsany pro izolaci
DNA [62].

Pti stanoventi citlivosti PCR domény Bacteria [1] se DNA fedila desitkovym fedénim
z hodnoty 10 ng/ul na koncentraci 1 fg/ul. Ve smési pro PCR reakci se amplifikovalo
vzdy 1 pl DNA matrice. Nejniz§i mnozstvi DNA, pii kterém byly jesté dobie
detekovatelné PCR produkty pomoci agardézové gelové elektroforézy bylo pfi
koncentraci 100 pg/PCR smés. Mnozstvi 100 pg DNA odpovida asi mnozstvi DNA
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z 10° bakterialnich bun&k. DNA z tohoto mnozstvi byla ziskana ze 3 ml homogenizatu.
V celkovych 12,5 ml homogenizatu tedy bylo asi 4,125%10° bunék/ 5 g zamrazeného
salamu.

Pro prikaz pritomnosti DNA rodu Lactobacillus se pouzila PCR specificka pro rod
Lactobacillus s rodové specifickymi primery LbLMA 1 a R 16-1 [9]. Pomoci
amplifikace a nasledné agarozové gelové elektroforézy na 1,8% agar6zovém gelu se
detekovaly produkty PCR (250 bp) u vzorkd salamti Ovcacka klobasa a Orlik ve shodé
s autory. U Ovcacke klobasy byly detekovany produkty s koncentraci DNA matrice do
10 pg/ul. U salamu Orlik byly detekovany produkty s koncentraci DNA matrice do 1
ng/ul. To vypovida o niz§i koncentraci DNA bakterii rodu Lactobasillus ve
vzorku DNA ze salamu Orlik v porovnani s Ov¢ackou klobasou.

Pro prukaz pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium byly pouzity rodoveé specifické
primery Pbi Fla Pbi R2 [4]. Pomoci amplifikace a nasledné agarézové gelové
elektroforézy na 1,8% agar6zovém gelu se detekovaly produkty PCR u vzorku salamu
Ovcacka klobésa s koncentraci DNA matrice do 10ng/ul. Ve vzorcich salamu Orlik
nebyly detekovany zadné specifické produkty, coz vypovida o nepifitomnosti bakterii
rodu Bifidobacterium ve vzorku salam Orlik. V tomto vyrobku nebyly bakterie rodu
Bifidobacterium vyrobcem deklarovany.

Ve vyrobku Ovcacka klobasa byla pomoci metody PCR pro rod Bifidobacterium
[9] prokazana pfitomnost DNA bakterii rodu Bifidobacterium. Pomoci metod PCR
pro druhy Lactobacillus acidophilus [9] a Bifidobacterium animalis [9] byla prokazana
DNA druht Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Ve vyrobku Orlik
nikoliv. Tato skutecnost taktéz odpovida deklarovanym vlastnostem vyrobku.

Z porovnani metod izolace DNA (FE a MC) vyplynulo, 7e vzorky DNA izolované
pomoci FE davaly stejné vysledky jako vzorky DNA izolované pomoci MC. Pomoci
PCR metody pro rod Lactobacillus [9] byla ve vzorcich obou salami prokazana
bakterialni DNA rodu Lactobacillus, coz odpovida slozeni MO v obou vyrobcich [50].

Z porovnani testovanych postupt izolace DNA fenolovou extrakci a magnetickymi
Gasticemi z testovanych vyrobkd vyplyvaji vyhody FE a MC. K vyhodam fenolové
extrakce patii zisk vy$si koncentrace DNA a odstranéni inhibitort (tuk). Pii pouziti MC
je pracovni postup méné Casov€ naroCny, méné slozity. DNA se muze izolovat i
z komplexnich vzorkl a z mensiho objemu HL.

Z porovnani citlivosti PCR po amplifikaci DNA izolované FE a MC vyplyva:
- Druh Lactobacillus acidophilus
U salamu Ovcacka klobasa byly detekovany PCR produkty do koncentrace DNA
matrice 100 fg/PCR smés u vzorkt ziskanych pomoci FE. U vzorkt ziskanych pomoci
MC byly detekovany PCR produkty do koncentrace DNA matrice 10 pg/PCR smés.
- Druh Bifidobacterium animalis
U salamu Ovcacka klobasa byly detekovany intenzivnéj§i PCR produkty do
koncentrace DNA matrice 1 pg/PCR smés u vzorkt ziskanych pomoci FE. U vzorkt
ziskanych pomoci MC byly detekovany méné& vyrazné PCR produkty do koncentrace
DNA matrice 1 pg/PCR smés.
Vytézky se prili§ nelisi, pro PCR se DNA musi pfidat na vhodnou koncentraci, aby
nevznikaly nespecifické produkty PCR [11].
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Vysledky byly potvrzeny také metodou IMS-PCR po imunomagneticke separaci
bunék &asticemi s imobilizovanou protilatkou anti-Lactobacillus. Bylo prokazano, ze
izolované buriky byly druhu L. acidophilus.
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7 ZAVER

Byla optimalizovana metoda homogenizace salami a ptiprava hrubych lyzata bunék.
Z hrubych lyzatd vzorkd salami byla DNA izolovana pomoci fenolové extrakce a
magnetickych ¢astic (F-kol 1350x, F-kol B100ox a Dynabeads). Nejvyssich
koncentraci izolované DNA bylo dosazeno pomoci ¢astic F-kol 150x.Kvalita DNA byla
dostacujici k provedeni polymerazové fetézové reakce. Po amplifikaci DNA izolované
ze salamu Ovcacka klobasa byla prokazana pfitomnost DNA domény Bacteria, DNA
rodu Lactobacillus a Bifidobacterium a druhtt Lactobacillus acidophilus a
Bifidobacterium animalis. V DNA salamu Orlik byla prokazana pfitomnost DNA
domény Bacteria a rodu Lactobacillus.

Magnetické castice jsou vhodné kizolaci DNA v kvalit¢ pro PCR z trvanlivych
masnych vyrobka.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BMK= bakterie mlé¢ného kysani
PCR= polymerazova fetézova reakce
HL= hruby lyzat

PK= pozitivni kontrola

NK= negativni kontrola

PEG= polyethylenglykol

MC= magnetické &astice
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10 PRILOHY

1.1 Priloha 1- Publikované vysledky

16. slovenska SVK v odbore chémie a chemickej a potravinarskej technologie
12.11.2014, FCHPT STU v Bratislave (Sbornik ISBN 978-80-227-4268-9)

IZOLACE A PBfJKAZ PRQBIOT!CKE DNA 'V
TRVANLIVYCH MASNYCH VYROBCICH

Roman Vasitek, St€panka Trachtova, Alena Spanova

Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemickd, Purkyriova 464/118, 612 00 Brno

] xcvasicekr@fch.vutbr.cz
Uvod

Na trhu v CR jsou dostupné masné vyrobky s probiotiky od dvou vyrobctl. Jedna se
o trvanlivé fermentované salamy, tj. tepelné neopracované trvanlivé masné vyrobky.
Mimo jiné se vyrabi salam Ovc¢acka klobasa s probiotiky a salam Orlik. Salamy
s probiotiky jsou zdravéjsi alternativou k jinym béznym masnym vyrobkim a maji tak
pozitivni vliv na zdravi konzumenta. Mezi probiotické bakterie patfi zejména zastupci
rodu Lactobacillus.

Cil prace

Cilem této prace byla izolace a prukaz bakterialni DNA v trvanlivych masnych
vyrobcich.

Experimentalni ¢ast

V experimentalni Casti jsem se zabyval pfipravou vzorkd salamu pro izolaci DNA.
Pocinaje homogenizaci vzorka salamu za pomoci stomacheru BagSystem. Po té jsem
pfipravil hrubé lyzaty buné€k, provedl fenolovou extrakci celkové DNA,
spektrofotometricky stanovil koncentrace a Cistotu DNA, provedl kontrolou relativni
intaktnostt DNA pomoci agarosové gelové elektroforézy. Pak byla provedena PCR a
detekce samotnych produkttt PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria [1], po
té byla provedena PCR a detekce produkti PCR s primery specifickymi pro rod
Lactobacillus [2].

Vysledky a diskuze

Byla vyvinuta metoda pfipravy vzorka salamt pro izolaci DNA. Jako optimalni byla
pouzita
navazka 10g salamu a jeho homogenizace ve 25 ml sterilni vody po dobu 15 minut. Pro
izolaci bylo pouzito 1,5 ml homogenatu, které byly sedimentovany centrifugaci pfi
10 000 ot/min po dobu 5 minut, poté bylo ke slitému sedimentu pifidano opét 1,5
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homogenatu a vzorek byl opét centrifugovan. Ziskany sediment byl poté resuspendovan
v Iml lyzaéniho rotoku B (tris, EDTA, lysozym 3mg/ml). Takto upraveny vzorek byl
inkubovan po dobu 1h za laboratorni teploty. Poté bylo pfidano 50 ul 20 % SDS, 5 ul
proteinasy K (100 pg/ ml) a vzorek byl inkubovan pii teploté 55°C po dobu 15h. DNA
byla izolovana metodou fenolové extrakce a rozpusténa v 50ul TE pufru ve
vysledné koncentraci 165 ng/ul (Ov€ackd klobasa) a 113 ng/pl(salam Orlik).
Spektrofotometricky se ovéfililo, ze DNA byla izolovana v kvalit¢ vhodné pro PCR.
Pomoci PCR a detekce produktii PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria byla
prokazana pritomnost bakterialni DNA . Pomoci PCR a detekce produkti PCR
s primery specifickymi pro rod Lactobacillus byla prokazana pfitomnost DNA bakterii
rodu Lactobacillus[2].

Zavér

V DNA izolované ze vzorka salamu byla prokazana pritomnost bakterialni DNA a
DNA rodu Lactobacillus- v souladu s tidaji od vyrobcu.
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Cast vysledkd byla pfipravena k publikaci ve formé posteru na konferenci Chemistry
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Prikaz bunék druhu Lactobacillus acidophillus v probiotickém masném vyrobku
Roman Vasigek, Jakub Vaiasek, Jana Kone&na, Stépanka Trachtova, Alena Spanova,
Bohuslav Rittich

Chemicka fakulta VUT Brno, Purkyriova 118, 612 00 Brno

Probiotické bakterie maji pozitivni ucinek na lidské zdravi. Pfiznivé ovliviiuji imunitni
systém hostitele a slozeni stfevni mikroflory. Do gastrointestinalniho traktu se mohou
dostavat s potravou. Probiotické bakterie jsou nejcastéji obsazeny v mlécnych vyrobcich
a v dopliicich stravy. Nachazeji se i v dalSich matricich, v€etné masnych vyrobkda.
Cilem této prace bylo prokazat piitomnost bunek Lactobacillus acidophilus ve
fermentovaném probiotickém masném vyrobku Ovcacka klobéasa s vyuzitim metody
PCR. Pozornost byla vénovana pripravé vzorku (homogenizace, lyze bunck) a
optimalizaci metody izolace DNA v kvalité vhodné pro PCR s vyuzitim magnetickych
mikrocastic. Bylo rovnéz testovano pouziti magnetickych cCastic s imobilizovanou
protilatkou anti-Lactobacillus pro separaci bakteridlnich bune€k Lactobacillius
acidophillus z homogenizovaného vyrobku. Buriky navazané na nosici byly pouzity v
PCR. V obou pfipadech byly po amplifikaci v PCR s primery specifickymi pro druh
Lactobacillus  acidophilus detegovany specifiké produkty PCR. V kontrolnim
fermentovaném masném vyrobku salam Orlik, kde nebyly deklarovany bakterie druhu
L. acidophillus, nebyl wuvedeny druh detegovan. Bylo prokazano, ze
immunomagnetickou separaci 1ze pouzit pro izolaci a zakoncentrovani bunék.
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