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ABSTRAKT 

Tato práce pojednává o izolaci probiotické D N A z masných výrobků a jejím 
stanovení pomocí metod P C R . V práci je vyvinuta metoda homogenizace vzorků 
salámů kopistem, příprava hrubých lyzátů buněk salámů a izolace D N A z lyzátů buněk 
pomocí a magnetických mikročástic. 

D N A byla izolována z hrubých lyzátů salámů pomocí magnetických mikročástic. 
Izolovaná D N A pak byla amplifikována v rodově i druhově specifických PCR. 
V testovaných výrobcích byla prokázána přítomnost D N A domény Bacteria, rodů 
Lactobacillus a Bifidobacterium. V jednom výrobku byla prokázána D N A druhů 
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium. 

ABSTRACT 
This thesis deals with the isolation of probiotic D N A from meat products and its assesment 
by P C R methods. In this thesis is developed homogenization of samples of sausages with 
kopist, preparation of sausage cells lysates and isolation of D N A by using of magnetic 
microparticles. 

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

KLICOVA SLOVA 
fermentované masné výrobky, probiotika, PCR, izolace D N A , magnetické mikročástice 
KEYWORDS 
fermented meat products, probiotics, PCR, isolation of D N A , magnetic microparticles 
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1 ÚVOD 

Na trhu v ČR se začínají nově objevovat trvanlivé fermentované salámy 
obohacené probiotiky. Tyto výrobky patří do skupiny trvanlivých tepelně 
neopracovaných masných výrobků ( T T N M V ) . Tento druh probiotických výrobků se 
tak stává zajímavým artiklem. Konzumace fermentovaných salámů celosvětově roste 
včetně České republiky. Existuje mnoho variant těchto výrobků, lišící se svým 
složením, technologií výroby apod. 

Cílem této práce je vyvinutí metody pro izolaci bakteriální D N A v kvalitě vhodné pro 
P C R z takovýchto masných výrobků a prokázat přítomnost D N A j ednotlivých druhů 
bakterií Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Metoda P C R se 
vyznačuje vysokou citlivostí, kdy dochází k zesílení signálu detekované molekuly P C R 
produktu. Další předností P C R je její vysoká specifita a poměrně rychle provedení 
metody. 

K izolaci D N A je nejdříve nutné homogenizovat vzorek masného výrobku. Poté 
zhomogenizovaný vzorek zlyzovat a izolovat z něj D N A v kvalitě dostačující pro P C R 
metody specifické pro doménu Bacteria, rody Lactobacillus a Bifidobacterium, druhy 
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Prokázání samotných kmenů 
kultur obsažených ve výrobcích je pak otázkou přípravy a použití primerů specifických 
pro tyto kmeny. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 F e r m e n t o v a n é s a l á m y 

Fermetnované salámy patří mezi tepelně neopracované trvanlivé masné výrobky 
( T N T M V ) . Jsou to takové výrobky, při jejichž výrobě nebylo použito tepelné ošetření 
za účelem konzervace, a které mají trvanlivost minimálně 21 dní při skladovací teplotě 
20 °C. 

Fermentované salámy jsou jedny z nejvíce prostudovaných masných výrobků 
obsahující probiotika. Z hlediska jejich vysoké nutriční hodnoty jsou skvělým 
substrátem pro probiotické bakterie. Jelikož jsou fermentovaným výrobkem, tak 
neprochází tepelným ošetřením, což zaručuje životaschopnost probiotik ve výrobku. 
Z používaných kmenů v takovýchto salámech jsou častými bakterie rodu Lactobacillus 
a Bifidobactetrium, konkrétně kmeny: L. gasseri JCM1131, L. casei L C - 0 1 , L. 
rhamnosus F E R M P-15120, L. paracasei ssp. paracasei F E R M 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 úspěšně 
použity k výrobě fermentovaných salámů [48, 55]. 

Při použití probiotických kultur ve fermentovaných masných výrobcích je důležitý i 
počet životaschopných mikroorganismů v okamžiku konzumace výrobku , proto je 
důležité vybírat takové kmeny, jejichž růstové nároky odpovídají výrobnímu procesu, 
nebo alespoň vykazují dobrý růst za těchto podmínek [57]. Tyto mikroorganismy také 
musí přežít kyselé prostředí v žaludku a být viabilní v gastrointestinálním traktu [56]. 
Probiotické mikroorganismy přidávané do fermentovaných salámů nesmí negativně 
ovlivňovat senzorický profil výrobku [54]. Probiotické kmeny jsou zdraví prospěšné a 
je ověřena jejich nepatogenita, mají i pozitivní v l iv na senzorický profil a jsou tak 
vhodnější, než konvenční startovací kultury [39]. 

Do startovacích kultur používaných ve fermentovaných salámech se používají 
bakterie rodů Lactobacillus, Pediococcus, Kocúria, Staphylococcus. Do startovacích 
kultur se také používají některé druhy kvasinek Candida a Debaryomyces. Kvasinky 
druhu Debaryomyces hansenii napomáhají k rozvoji charakteristického vybarvení 
produktů a mají podíl na tvorbě aroma a chuti [3]. 

K výrobě fermentovaných salámů bylo také popsáno použití probiotických kultur 
produkujících bakteriociny zamezující růst ostatních mikroorganismů. Takto bylo 
dosaženo výroby jeseterových salámů s dobrým senzorickým profilem a vhodnými 
parametry [59]. 

2.1.1 Výroba fermentovaných salámů 

Fermentované salámy se vyrábí přídavkem startovacích kultur do díla. Výroba 
fermentovaných masných výrobků se stává z pěti základních na sebe navazujících 
výrobních procesů. Jsou to tyto výrobní části: výběr a ošetření suroviny, tzv. kutrování 
(mělnění, míchání), plnění, zrání a balení. Při výrobě je kritickým bodem případná 
kontaminace okolní mikroflórou. Je proto třeba zabránit množení nežádoucích 
mikroorganismů (MO). K zabránění rozvoje nežádoucích M O se používá přídavku 
dusitanové solící směsi, optimální výrobní teploty, snížení aktivity vody (aw), redoxního 
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potenciálu a vhodných startovacích kultur. Startovací kultury často vykazují vůči 
nežádoucím M O antagonistické vlastnosti - vytváří nepříznivé prostředí pro jejich růst 
[1]. 

Přídavek dusitanové solící směsi inhibuje růst salmonel, bakterií Clostridium 
bottulinum, Listeria monocytogenes a Escherichia coli. Při mělnění díla se hodnota 
redoxního potenciálu zvyšuje. Naopak přídavkem kyseliny askorbové, askorbátu 
sodného a sacharidů se jeho hodnota snižuje. Hodnotu redoxního potenciálu také 
snižuje činnost startovacích kultur, zejména bakterií mléčného kvašení ( B M K ) . B M K 
mohou produkovat bakteriociny, které inhibují růst ostatních M O . B M K použité jako 
startovací kultury produkují zejména kyselinu mléčnou, čímž dochází ke snížení p H 
prostředí. K e snížení a w dochází během fáze zrání a sušení. Aktivita vody v podstatě 
vyjadřuje dostupnost vody mikroorganismům [2]. 

2.1.2 Bakterie mléčného kvašení 

B M K jsou grampozitivní nešporogenní mikroaerofilní nepatogenní bakterie, které 
fermentací sacharidů tvoří jako hlavní produkt kyselinu mléčnou. Bakteriemi mléčného 
kvašení se rozumí skupina bakterií, která má podobné vlastnosti metabolismu. Skupina 
těchto bakterií má velký význam pro potravinářský průmysl [41]. Do této rozsáhlé 
skupiny bakterií mléčného kvašení patří rody Lactobacillus, Bifidobacterium, 
Lactococcus, Oenococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, 
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Paralactobacillus a další. Hlavní 
charakteristickou vlastností bakterií mléčného kvašení je jejich schopnost pomocí 
enzymů přeměňovat sacharidy na kyselinu mléčnou a další produkty jako např.: ethanol, 
C 0 2 , nižší mastné kyseliny a další. Vyskytují se hlavně v mléčných výrobcích, ale i 
v masu, pivu, vinu, kysaném zelí, kynutém těstu a v přírodním prostředí- na povrchu 
ovoce, v odpadních vodách atd. [42]. 

Účelem bakterií mléčného kvašení je zajištění správného a rychlého průběhu zrání 
díky přeměně sacharidů, dusičnanů, dusitanů, štěpení lipidů, snížení p H a hlavně také 
vytváří typické aroma a chuť daných výrobků. Jejich složení se liší podle oblastí vzniku 
nebo požadovanou jakostí [4]. 

Při výrobě fermentovaných salámů jsou nej důležitější homofermentativní B M K . Při 
heterofermentativním kvašení vzniká kyselina octová, způsobující štiplavé aroma a 
pálivou chuť[5]. Jak již bylo zmíněno, B M K tvoří kyselinu mléčnou, která vzniká 
fermentací sacharidů přidaných do díla, dále látky s antimikrobiální aktivitou a látky 
aromatické a chuťově aktivní. Kyselina mléčná zapříčiňuje snížení hodnoty p H [5]. 
Protože cílem této diplomové práce byla identifikace bakterií rodu Lactobacillus a 
Bifidobacterium ve fermentovaných salámech, jsou níže uvedené tyto dva rody. 

2.1.3 Rod Lactobacillus 

Do rodu Lactobacillus patří grampozitivní bakterie, které mohou tvořit řetízky, příp. i 
tzv. palisády. Tyto bakterie nesporulují, nejsou pohyblivé, katalázový test je negativní. 
Jsou fakultativně anaerobní, nebo mikroaerofilní, některé bakterie vyžadují anaerobní 
protředí. K růstu potřebují bohatá, komplexní média (např. M R S ) , 5%-ní obsah 
kysličníku uhličitého může podporovat růst [43], 
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Bakterie Lactobacilllus se taxonomicky řadí následovně: 
doména: Bacteria 
kmen: Firmicutes 
třída: Bacilli 
řád: Lactobacillales 
čeleď: Lactobacillaceae 
Bakterie rodu Lactobacillus mohou být rozděleny podle typů fermentace sacharidických 
substrátů do tří skupin: obligátně homofermentativní, obligátně heterofermentativní a 
fakultativně heterofermentativní. 

Obligátně homofermentativní bakterie fermentují sacharidy- hexózy, z více, než 90-ti 
procent na kyselinu mléčnou. Obligátně heterofermentativní bakterie přeměňují 
sacharidy na kyselinu mléčnou, octovou, C 0 2 , případně i ethanol. Skupina fakultativně 
heterofermentativních bakterií fermentuje hexózu na kyselinu mléčnou, podobně jako 
homofermentativní bakterie, ale v případě nedostatku hexóz mohou fermentovat i další 
sacharidy na kyselinu mléčnou, octovou, CO2 a ethanolu [44]. 

Bakterie rodu Lactobacillus mohou měnit charakter svého metabolismu podle toho, 
jak se mění podmínky prostředí, což může významným způsobem ovlivnit výsledné 
produkty vznikající během fermentace [45], 

2.1.4 Druh Lactobacillus acidophilus 

Bakterie tohoto druhu mají tvar tyčinek o rozměrech cca 0,5 až 1x10 um, 
vyskytujících se jednotlivě, ve dvojicích, nebo v krátkých řetízcích. Mají obligátně 
homofermentativní metabolismus. Produkují zejména kyselinu mléčnou, která je 
schopná snižovat pH, což je důležité pro srážení kaseinu např. v mlékárenském 
průmyslu. Bakterie druhu Lactobacillus acidophilus se vyskytují v trávícím traktu 
savců, kde mají pozitivní v l iv na složení střevní mikroflóry. Díky produkci kyseliny 
mléčné a následnému snižování p H tak působí inhibičně na hnilobné mikroorganismy. 
V mlékárenském průmyslu se využívají k výrobě např. acidofilního mléka, dále se 
některé kmeny bakterií tohoto rodu používají jako doplňky stravy, či farmaceutické 
přípravky pro obnovení rovnováhy střevní mikroflóry, jejíž disharmonie byla způsobena 
léčbou antibiotiky [44]. 

2.1.5 Rod Bifidobacterium 

Bakterie tohoto rodu jsou gram-pozitivní. Buňky mající velmi rozmanité tvary (koky, 
tyčinky, tvar písmene Y , V . . . ) jsou nepohyblivé, nesporulují a katalázový test je 
negativní. Bakterie rodu Bifidobacterium mají obligátně anaerobní nároky na prostředí. 
Některé druhy mohou tolerovat přítomnost vzdušného kyslíku za přítomnosti oxidu 
uhličitého [44]. Produktem fermentace cukrů je kyselina octová a mléčná zpravidla 
v poměru 3:2. Při fermentaci nevzniká kyselina máselná, nebo propionová [43], 
Jejich výskyt byl popsán v dutině ústní a zažívacím traktu teplokrevných obratlovců 

(tzn. i u člověka), u hmyzu a v odpadních vodách. Bifidobakterie přispívají k udržování 
rovnováhy střevní mikroflóry, přičemž u kojenců představují až 90 % veškeré 
mikroflóry. Jsou i schopné detoxikace škodlivých složek vznikajících ve střevech a 
zabraňují množení patogenních mikroorganismů. 
Společně s bakteriemi rodu Lactobacillus se používají ve směsích jako základ 
probiotických přípravků [46, 47]. 
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Bakterie rodu Bifidobacterium se taxonomicky řadí následovně: 
doména: Bacteria 
kmen: Actinobacteria 
třída: Actinobacteria 
řád: Bifidobacteriales 
čeleď: Bifidobacteriaceae 

2.1.6 Plísně 

Využití ušlechtilých plísní se objevuje jen u některých fermentovaných salámů. Tyto 
výrobky mají bíle porostlý povrch. Tvorba plísní přispívá i k aromátu výrobku. 
K rozvoji plísní je potřebné nízké množství složek udícího kouře zabraňujících rozvoji 
plísní. Proto se používá uzení studeným dýmem o teplotě do 25 °C. Poté, co fungicidní 
látky vyprchají, jsou opět aplikovány ušlechtilé plísně[4]. 

2.2 Probiotika 

Probiotika odvozená od slova „pro bios" tj. pro život se používají j iž dlouhou dobu 
v potravinách jako jejich přirozená složka. Podle definice F A O / W H O se probiotiky 
rozumí takové živé mikroorganismy, které při požití v dostatečném množství mají pro 
hostitele pozitivní zdravotní účinek. Probiotiky se tedy rozumí živé mikroorganismy. 
Mohou být konzumovány jako součást potraviny, nebo jako doplněk stravy [23]. M e z i 
probiotika jsou v současné době nejčastěji řazeny laktobacily, bifidobakterie, 
streptokoky, enterokoky a sacharomycety, ale můžeme zde najít i další mikroorganismy. 
Forma, ve které je probiotikum podáváno, musí obsahovat dostatečné množství 
životaschopných bakterií. Užívání probiotických bakterií stimuluje růst preferovaných 
mikroorganismů, vytlačuje potenciálně nebezpečné bakterie a posiluje přirozený 
obranný mechanizmus organismu [6]. 

2.2.1 Účinky probiotik 

Probiotika působí v zažívacím traktu. Důležitou bariérou mezi vnitřním a vnějším 
prostředím je zde střevní sliznice, jejíž správná funkce závisí i na stavu střevního 
epitelu, ochranného hlenu a imunitního systému sliznice. 
B y l a popsána řada zdraví prospěšných účinků probiotik např.: 

Kontrola růstu nežádoucích (patogenních) střevních mikroorganismů. Činností 
probiotik vznikají organické kyseliny, což způsobuje pokles pH, které není 
optimální pro patogenní mikroorganismy a jejich růst je omezen. 
Prevence karcinomu střev. Díky j iž zmíněnému poklesu p H a následnému 
potlačení hnilobných bakterií klesne i tvorba karcinogenních látek ve střevech. 
Probiotika mohou karcinogenní sloučeniny také rozkládat a zabránit tak jejich 
působení. 
Kontrola cholesterolemie- hladiny cholesterolu v krvi . Probiotika mohou také 
ovlivňovat hladinu cholesterolu v krvi, kdy jejich činností dochází k rozkladu 
žlučových kyselin a uvolněný cholesterol se nemůže zpátky vstřebávat. 
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Účinek proti zácpě. Příjmem probiotik a prebiotik lze omezit zácpu. V tomto 
případě je také důležitý příjem dostatečného množství vlákniny, pitný režim a 
aktivní pohyb. 
Mez i další účinky patří: Schopnost tvorby antimikrobiálních sloučenin, 
schopnost imunomodulace [12]. 

Střevní mikroflóra je také důležitá pro správnou funkci imunitního systému, jelikož 
se v přijímané potravě vyskytují potravinové antigény, nebo i patogenní 
mikroorganismy [33]. 

2.2.2 Prebiotika a synbiotika 

Prebiotiky se rozumí složka potravy, kterou lidský organismus nemůže strávit, ale 
která je fermentovatelná mikroorganismy a slouží tak jako stimulant růstu 
mikroorganismů prospěšných pro lidské zdraví. Prebiotika se dostávají zažívacím 
traktem do tlustého střeva, kde jsou hydrolyzována na monomery střevními bakteriemi. 
Mez i prebiotika patří oligosacharidy (fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy a 
laktulóza), inulin a některé polysacharidy. Zatím je nejlépe prozkoumané prebiotické 
působení fruktooligosacharidů [13]. 

Fermentací prebiotik ve střevech se zvyšuje i produkce mastných kyselin s krátkým 
řetězcem ( S C F A - short chain fatty acids). Takto může dojít ke zlepšení funkce střev, 
zvýšení absorpce minerálů (vápník, magnézium, železo, zinek), změně metabolismu 
lipidů a snížení rizika vzniku kolorektálního karcinomu [14]. 

Synbiotika j sou kombinací probiotik a prebiotik, tj. mikroorganismů prospěšných pro 
zdraví hostitele a nestravitelných složek potravy, sloužících jako substrát pro jejich růst. 
Touto kombinací se přispívá k prodloužení životaschopnosti probiotik, kdy prebiotikum 
je specifickým substrátem vhodným k fermentaci. Něj častější mi kombinacemi synbiotik 
bývají tyto kombinace: bakterie rodu Bifidobacterium a fruktooligosacharidy; bakterie 
rodu Lactobacillus, nebo bakterie rodu Bifidobacterium a galaktooligosacharidy [15]. 

Ze studií vyplývá, že probiotické bakterie druhů Bifidobacterium longum, 
Bifidobacterium catenulatum, Bifidobacterium animalis a Lactobacillus acidophilus 
vykazují rychlejší růst na médii s přídavkem fruktooligosacharidů, inulinu, nebo škrobu. 
Synbiotické přípravky obsahující bakterie rodu Bifidobacterium a fruktooligosacharidy 
(případně inulin) byly podány laboratorním krysám a ve výkalech bylo pozorováno 
zastoupení bifidobakterií, koliformních bakterií a celkový počet mikroorganizmů. By lo 
pozorováno vyšší množství bakterií rodu Bifidobacterium a nižší množství koliformních 
bakterií [15]. 

2.2.3 Zástupci probiotických mikroorganismů 

Nejčastěji používané probiotické kultury jsou bakterie rodu Lactobacillus konkrétně 
druhy L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. rhamnosus (Lactobacillus GG),L. casei 
Shirota, L. cellobiosus, L. curvatus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. fermentům, L. 
reuteri 

Dále sem patří bakterie rodu Bifidobacterium: B. adolescentis, B. animalis, B. 
bifidum, B. infantis, B. longum, B. thermophilum. Z řad gram pozitivních koků to jsou: 
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Lactococcus lactis subsp. cremonis, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, 
Enterococcus faecium, Streptococcus diacetylactis, Streptococcus intermedius, 
Escherichia coli (sérotyp 083:K24:H1) [49]. Patří sem i některé druhy kvasinek, např: 
Saccharomyces boulardii. Probiotické kmeny se často používají i v kombinacích tří až 
čtyř kmenů [27, 28]. 

Ve fermentovaných salámech se objevují tyto kmeny: L. rhamnosus G G , L. 
rhamnosus LC-705, L. rhamnosus E-97800, and L. plantarum E-98098, L. paracasei 
L26, Bifidobacterium lactis B94, Bifidobacterium animalis ssp. lactis [29]. 

2.3 Identifikace bakter i í m l é č n é h o k v a š e n í v p o t r a v i n á c h 

B M K v potravinách je možné prokázat kultivačně na vhodných médiích nebo 
nejnověji molekulárně-genetickými 
metodami [30]. 

2.3.1 Kultivační metody 

Při kultivaci se mikroorganismy očkují na Petriho misky s vhodným médiem a 
nutrienty. Jsou kultivovány po určitou dobu za dané teploty, aerobně nebo anaerobně. 
Pozoruje se zbarvení, tvar, počet kolonií, případná produkce specifických barevných 
produktů, čistota kultur. Po vykultivování lze mikroskopicky hodnotit morfologii buněk 
[33]. 

Dále se sleduje aktivita enzymů způsobujících hydrolýzu např. škrobu, kaseinu, 
želatiny, případně produkce indolových barviv, redukce nitrátů, deaminace 
fenylalaninu, utilizace citrátu [34]. 

2.3.2 Nekultivační metody 

Místo kultivačních metod, které jsou často příliš složité, časově a ekonomicky 
nákladné a neumožňují rozlišit jednotlivé druhy. Proto se používají i nekultivační 
metody. Jedním z důvodů je i skutečnost, že zatím lze kultivovat cca 1 % 
mikroorganismů v laboratorním prostředí [34]. Tyto nekultivační metody se rychle 
rozvíjí a zaměřují se na identifikaci podle makromolekul, jako jsou např. lipidy, 
polysacharidy, cytoplazmatické proteiny a v neposledním případě nukleové kyseliny -
D N A a R N A . Identifikace konkrétně B M K molekulárně-genetickými metodami je 
založena na analýze D N A s využitím amplifikačních metod. Mez i tyto metody patří 
nejvíce využívaná P C R . Tato metoda je blíže popsána v následující kapitole. 

2.4 P o l y m e r á z o v á ře tězová reakce (PCR) 

Samotná reakce polymerázové řetězové reakce (Polymerase Chain Reaction) spočívá 
v opakování tří základních kroků. Prvním krokem je denaturace, při které dochází 
k rozpletení řetězce templátové D N A . Denaturace probíhá při teplotě od 92 do 96 °C. 
Pak následuje krok druhý- hybridizace, při kterém dochází k dosednutí primerů 
k řetězcům templátové D N A , kdy hybridizační teplota závisí na sekvenci primerů. 
Třetím krokem P C R reakce je syntéza nových řetězců D N A (72 °C). Tyto tři kroky se 
cyklicky opakují obvykle v 30 až 40 cyklech. Během cyklů se geometricky zvyšuje 
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počet produktů P C R , které jsou vyznačeny specifickými primery, které se navazují na 
specifických místech cílové D N A . Amplifikované úseky (amplikony) se detekují 
v konvenční P C R pomocí gelové elektroforézy. Průběh P C R reakce je graficky 
znázorněn na obrázku č. 1 [25]. 

Obr. č . l : Průběh PCR 

Templátová DNA 

1. krok: Denaturace 
( 9 2 - 9 6 ° C ) 

5' 

2. krok:Hybridizace 
(50-60 °C) 

3' — 

— 3' 

3. krok: Syntéza nového 
vlákna DNA (72 °C) 

3'" 

V 

.v 

5 — • 3 ' 

(upraveno dle http://www.lf2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/pic/scanu8.gif) 

Metody P C R se mohou použít v těchto oblastech: detekce mikroorganismů a virů v 
potravinách, vodě a půdě, kontrola výrobků a potravin, mapování genomů, 
charakterizace genů, prenatální diagnostika dědičných chorob, získání důkazů a 
identifikace v kriminalistice. Charakterizace sekvenčních změn alel. Paleontologie-
analýza D N A z prehistorických fosílií. Izolace genů z tkání. Značení D N A pomocí 
hybridizačních sond. Příprava komplementárních řetězců D N A způsobem reverzního 
přepisu m R N A pomocí reverzní transkriptázy. Izolace úseků D N A , které kódují 
například důležité reakční látky, peptidy aj. Klonování templátové D N A k jejímu 
následnému sekvenování. Úprava D N A pomocí řízené oligonukleotidové mutageneze 
změnou některých nukleotidů, delecí/insercí [40]. 

2.4.1 Komponenty pro PCR 

Pro reakci P C R se používají tyto komponenty: matrice D N A , oligonukleotidové 
primery, D N A polymeráza, 2 -deoxynukleosid-5 -trifosfáty (dNTP), horečnaté ionty 
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(Mg + ) , P C R pufr a P C R voda. Smícháním veškerých komponentů a správným 
teplotním programem se vytvoří podmínky pro průběh samotné reakce P C R , která se 
cyklicky opakuje. 

Matrice DNA- matricí D N A ( D N A templát) rozumíme makromolekulu D N A , podle 
které se komplementárně syntetizují nové řetězce D N A . Musí obsahovat specifická 
místa pro nasednutí primerů. Do směsi P C R je obvykle přidávána v koncentraci 10 
ng/ul a nižší. 

Primery- jsou chemicky syntetizované oligonukleotidy, které jsou komplementární 
k templá tové D N A . Vykazují sekvenční specifitu. Většinou obsahují 18-30 nukleotidů, 
z toho 40-60 % G C bází. Teplota tání primerů je obvykle mezi 55-65 °C. Při nadbytku 
primerů ve směsi může dojít k jejich spárování a ke vzniku tzv. dimerů primerů. 
Primery ohraničují cílový úsek D N A . Tento úsek je pak amplifikován. Kratší primery 
mohou hybridizovat i k j iným místům D N A a delší primery vyžadují delší čas 
hybridizace. Hybridizaci primerů ovlivňuje teplota, při nízké teplotě může dojít 
k nespecifické hybridizaci, kdežto při příliš vysoké teplotě k hybridizaci vůbec 
nedochází [7]. 

DNA-polymeráza- j e enzym syntetizující nový řetězec D N A ve směru 5' —> 3'podle 
odpovídající sekvence nukleotidů v komplementárním řetězci D N A od 3'konce 
primerů. Nejčastěji se používá Taq DNA-polymeráza. Je to termostabilní polymeráza 
získávaná z bakterie Thermus aquaticus [24]. 

dNTP- jsou stavebními kameny pro syntézu nových řetězců D N A . Jejich optimální 
koncentrace v P C R směsi se pohybuje mezi 20 - 400 u M . Vyšší koncentrace dNTP j iž 
vyvažují horečnaté ionty, což působí inhibičně na D N A polymerázu. 

Mg2+ ionty- jsou důležitým faktorem pro aktivitu DNA-polymerázy. Jejich 
koncentrace musí být optimalizována pro každý druh primerů a D N A templátu. 
Pohybuje se v rozmezí 0,5 - 8 m M . Vyšší koncentrace snižují specifitu P C R reakce. 

PCR pufr- tvoří prostředí s optimálními podmínkami pro DNA-polymerázu. Jeho 
standardní složení je: 10 m M Tr i s -HCl (pH 8,3 - 8,8), 50 m M KC1, 1,5 m M M g C l 2 . 
Navíc může obsahovat acetamid, albumin, želatinu nebo Tween 20 

PCR voda - používá se na doplnění objemu P C R směsi. Nej vhodnější je voda s 
odporem 18 mQ nebo voda pro injekce ČSL 4 [26]. 

U komerční P C R se pro detekci produktů P C R používá gelová elektroforéza na 
agaróze. 

2.4.2 Inhibitory PCR 

Inhibitory P C R reakce se rozumí látky a sloučeniny, které negativně ovlivňují průběh 
P C R a způsobují falešně negativní výsledky- zamezí proběhnutí P C R reakce. Mohou to 
být organické a anorganické chemikálie, detergenty, antibiotika, enzymy, 
polysacharidy, tuky, nebo i proteiny. Inhibitory P C R mohou být endogenního, nebo 
exogenního původu. Z endogenních inhibitorů to jsou zejména enzymy, některé typy 
zkumavek, celulózové a nitrocelulózové filtry, apod. Exogénni inhibitory mohou být 
např.: neprečistená D N A , přítomnost DNáz, chemikálie používané k izolaci D N A 
(fenol, chloroform), ale také pyl, prach z rukavic a další nečistoty, nebo příměsi [16]. 
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2.4.3 Izolace DNA pomocí fenolové extrakce 

Prvním krokem P C R je izolace D N A v kvalitě vhodné pro P C R . Klasickou metodou 
je izolace D N A pomocí fenolové extrakce a dalších organických rozpouštědel. 
V přítomnosti fenolu dochází k denaturaci a precipitaci proteinů. Metoda izolace D N A 
pomocí fenolové extrakce je velmi účinná. Díky fenol-chloroformové extrakci lze 
izolovat D N A o dostatečné čistotě pro PCR. Tato metoda je jednou z nejstarších metod 
izolace nukleových kyselin. Její princip byl popsán j iž roku 1956 Ki rb im [6] . D N A 
zůstala vázaná v proteinové mezivrstvě. Po nahrazení vody roztokem solí, došlo 
k přechodu D N A do vodní fáze [5]. Později došlo k nahrazení solí detergenty (nejčastěji 
dodecyl sulfátem sodným- SDS). Důležitým faktorem při extrakci nukleových kyselin 
fenolem je hodnota pH, kdy při slabě zásaditém p H fenolu (obvykle 7,8) dochází k 
extrakci D N A do vodné fáze společně s R N A . Při kyselém p H (4,8-5,2) dochází 
k přechodu do vodní fáze pouze R N A a D N A se uvolňuje do proteinové mezivrstvy. V e 
směsi dochází ke vzniku vodní a organické fáze, kdy se vytváří mezi těmito fázemi 
proteinová vrstva. Lipidy přechází do fáze organické [17]. 

Purifikovaný fenol má relativní hustotu 1,07, a proto tvoří po smísení s vodou spodní 
fázi. Pokud ovšem analyt obsahuje velké koncentrace rozpuštěných látek, může dojít 
k inverzi fází. V tom případě se doporučuje fenol smísit s chloroformem v poměru 1:1 
(relativní hustota chloroformuje 1,47, chloroform tedy zajistí správnou separaci směsi) 
[18]. 

2.4.4 Izolace DNA s využitím magnetických mikročástic 

Při izolaci D N A pomocí fenol-chloroformové extrakce se používají toxické látky. 
Tato metoda je také poměrně časově náročná a složitá. Proto byly vyvinuty metody pro 
izolaci D N A , kdy dochází k imobilizaci D N A na pevnou fázi např.: magnetické částice. 
Izolace D N A pomocí magnetických mikročástic je snazší a méně časově náročná 
metoda separace D N A . D N A se izoluje přímo z hrubých lyzátu buněk komplexních 
vzorků (např. buněk mléčných výrobků, lyofilizátů a nově i fermentovaných salámů) 
[19]. 

Magnetické částice mají magnetické vlastnosti jen za působení vnějšího 
magnetického pole, vykazují paramagnetismus. Neprojevuje se však reziduálni 
magnetismus a po přerušení působení magnetického pole jejich magnetické vlastnosti 
mizí. Pokud nejsou v blízkosti magnetického pole, tvoří homogenní suspenzi [20,21], 

Magnetické částice se skládají z feromagnetického jádra, tvořeného oxidy železa, 
obalové vrstvy a z povrchové vrstvy. N a povrchu částic jsou vázány karboxylové 
skupiny, na něž se reverzibilně adsorbuje D N A . N a obrázku č.2 je schematicky 
znázorněna magnetická částice vhodná pro izolaci D N A [22]. 
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Obr. č.2: Schéma magnetické mikročástice. Upraveno dle [32] 

O & 

Obal 

Funkční skupiny 

COOH 

Magnetické jádro 

Při adsorpci dochází ke vzniku kulovitěspirálovitého tvaru molekuly D N A tzv. 
kondenzaci. Ke kondenzaci D N A a jejímu navázání na částice je zapotřebí přítomnosti 
polyethylenglykolu ( P E G 6000) a chloridu sodného [7], 

Mechanismus izolace DNA pomocí M Č 
Molekuly D N A se přirozeně vyskytují v tzv. hydrátované dvoušroubovicovité formě, 

ve které nej sou schopny se navázat na magnetické mikročástice. Přidáním P E G 6000 a 
N a C l se konformace (působením změny iontové síly v roztoku) molekuly mění ze 
šroubovicovité na globulární a D N A v takovéto konformaci se na mikročástice váže 
pomocí vodíkových vazeb. D N A navázaná na mikročástice je poté oddělena působením 
magnetického pole od ostatních složek vzorku (proteiny, lipidy, sacharidy, buněčné 
části). Po eluci D N A z magnetických mikročástic s navázanou D N A v T E pufru dochází 
k přechodu D N A do šroubovicovité konformace. Takto se dá získat přečištěná D N A bez 
kontaminujících látek, které by mohly inhibovat P C R reakci. 

Postup separace DNA se skládá z těchto kroků: 
1. Vazba D N A na magnetické částice přidané do separační směsi. 
2. Separace magnetických mikročástic magnetickým separátorem, jejích 

propláchnutí a odstranění kontaminujících látek. 
3. Eluce D N A do T E pufru a separace magnetických mikročástic magnetickým 

koncentrátorem. 

2.4.5 Izolace bakteriálních buněk s využitím magnetických mikročástic 

Pro izolaci bakteriálních buněk byly použity magnetické mikročástice z magnetické 
perlové celulózy o velikosti 100-250 ul, jejichž povrch byl funkcionalizován protilátkou 
anú-Lactobacillus (rabbit PAb) [51]. Postup samotné izolace je popsán v kapitole 
3.7.11. 
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3 MATERIÁL A METODY 

3.1 B a k t e r i á l n í kultury a D N A 

V práci byly použity následující bakteriální kultury: 

Bifidobacterium animalis C C M 4988 T 

Lactobacillus acidophilus C C M 4833 T 

Bifidobacterium animalis ssp. lactis C C D M 241a (získaná ze sbírky M O Tábor 

Laktoflora) 

Lactobacillus acidophilus C C D M 476 (získaná ze sbírky M O Tábor Laktoflora) 

Lactobacillus casei C C M 4798 

Lactobacillus paracasei L O C K 0919 

3.2 M a s n é v ý r o b k y 

B y l y analyzovány dva tepelně neopracované trvanlivé masné výrobky ( T N T M V ) -
fermentované salámy Ovčácká klobása a salám Orlík. Dle údajů výrobce by měly oba 
salámy obsahovat probiotika [52, 53], 

3.2.1 Ovčácká klobása 

Dle údajů výrobce obsahuje Ovčácká klobása kultury probiotických bakterií 
Lactobacillus acidophilus C C D M 476 a Bifidobacterium animalis ssp. lactis C C D M 
241a [50]. Salám Ovčácká klobása je vyfotografován na obr. č. 3. 

Obr. č.3: Fermentovaný salám Ovčácká klobása 

Složení: vepřové maso 36 %, vepřové sádlo 30 %, skopové maso 20 %, jodidovaná sůl 
max. 4 %, pšen. vlák, koření, extr. koření, konzervant E250, zvýr. chuti E621, hroz. 
cukr, maltodextrin, cukr, barv. E120, antiox. E815/E315, syrovátka, probiotické kultury, 
obsah tuku max. 50 %. Bílkoviny 21 g, cukry 0,6 g, sacharidy 9,8 g, tuky 48 g, vláknina 
3,6 g, sodík N A 1,5 g, M K nasycené 16,7 g. 
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3.2.2 Salám Orlík 

Dle údajů výrobce obsahuje běžně používané startovací kultury: Staphylococcus 
xylosus, Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sakei, Pediococcus pentosaceus, 
Debaryomyces hansenii. Salám Orlík je vyfotografován na obr.č.4. 

Obr. č.4: Salám Orlík 

Složení: vepřové maso, hovězí maso, vepřové syrové sádlo, jedlá sůl s jodem, směs 
koření, startovací kultura, glukóza, laktóza, cukr, antioxidant: kyselina askorbová, 
askorban sodný; konzervant: E250, aroma. N a lOOg výrobku je spotřebováno 130g 
masa. Bílkoviny 19 g, max. obsah tuku 50 %, max. obsah soli 3,5 % 

3.3 K u l t i v a č n í m é d i a 

• MRS agar 
M R S médium bylo připraveno dle návodu dodavatele (Oxoid, England), hodnota p H 

byla upravena na 6,5 pomocí 1 M roztoku N a O H . Poté byl přidán agar (15 g/l) a roztok 
byl sterilizován v autoklávu za teploty 121 °C po dobu 20 minut. 

• MRS médium 
M R S médium se připravilo dle návodu dodavatele a hodnota p H byla upravená na 

6,5 pomocí 1 M roztoku N a O H . Poté byl roztok vysterilizován v autoklávu za teploty 
121 °C po dobu 20 minut. 

3.4 C h e m i k á l i e 

• Agaróza pro D N A elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 

• Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 

• Chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
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• Destilovaná voda ( F C H V U T , Brno, ČR) 

• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, U S A ) 

• Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, ČR) 

• Ethidium bromid (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, U S A ) 

• Ethylendiamintetraoctová kyselina ( E D T A ) (Serva, Heidelberg, SRN) 

• Fenol (Lachema, Brno,ČR) 

• Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 

• Isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 

• Kyselina boritá (Penta, Chrudim, ČR) 

• Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 

• Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 

• Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 

• Proteináza K (Serva, Heidelberg, SRN) 

• RNasa A (Sigma, St. Louis, U S A ) 

• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-báze) (Serva, Heidelberg, SRN) 

• Všechny chemikálie byly v kvalitě p.a. 

3.5 Př í s t ro je a v y b a v e n í 

- BagMixer® 400 CC® (Interscience, FRANCIE) 

- Anaerostat (2,5 1, OXOID™, Anglie) 

- Analytické váhy O H A U S Pioneer (Ohaus, U S A ) 

- Laboratorní váhy O H A U S C S 200 (Ohaus, U S A ) 

Koncentrátor magnetických částic (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norsko) 

Mobilní digitálni fotoaparát Alcatel 992 OT 

- Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Polsko) 

NanoPhotometer (Implen, Německo) 

- Mikrovlnná trouba ( S E N C O R , ČR) 

- Centrifuga M I N I Spin 13 400 min" 1 (Eppendorf, Německo) 

Hybridizační pec Mic ro Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, U S A ) 

- Thermocycler P T C - 200 ( B I O - R A D Lab., U S A ) 

- Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, U S A ) 

Zařízení pro elektroforézu Easy - Cast, (Owl Scientific, U S A ) 

Zdroj elektrického napětí pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, 
U S A ) 

Laboratorní sklo, umělohmotný materiál (Eppendorfovy zkumavky, špičky. . . ) , 
umělohmotné pomůcky, laboratorní pomůcky 
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3.6 Roztoky 

Roztoky byly připraveny podle skript Španové a Ritticha (2010). [1] Pro ředění 
roztoků byla použita sterilní destilovaná voda. Roztoky byly sterilizovaný v autoklávu 
při 120 °C po dobu 15 min. 

3.6.1 Roztoky pro lyži bakteriálních buněk 

I M Tris-HCl (pH 7,8; 8,0) 
121 Tris báze se rozpustilo v 800 ml destilované vody. p H roztoku se upravilo 

pomocí HC1 na hodnotu 7,8 (8,0). Roztok se poté doplnil destilovanou vodou na objem 
jednoho litru a rozdělil do alikvótů. Roztok byl sterilizován po dobu 20 minut za teploty 
121°C v autoklávu. 

0,5 M E D T A (pH 8,0) 
186,1 g E D T A se rozpustilo v 800 ml destilované vody a p H se upravilo přidáním cca 

20g N a O H . Nejdříve se přidalo cca 15 g N a O H , poté se hydroxid přidával postupně po 
perličkách za současného kontrolování pH. E D T A se rozpustilo při p H 8,0. Rozpuštění 
probíhalo za stálého míchání na magnetické třepačce. Roztok se pak doplnil 
destilovanou vodou na objem jednoho litru a rozdělil do alikvótů. Roztok byl poté 
sterilizován po dobu 20 minut za teploty 121°C v autoklávu. 

Lyzační roztok A 
Roztok se připravil ze zásobního roztoku I M Tr i s -HCl (pH 7,8) a 0,5 M E D T A (pH 

8,0). K 10 ml 0,1 M roztoku Tr i s -HCl byl přidán 1 ml 0,5 M roztok E D T A a výsledný 
roztok byl poté doplněn sterilní destilovanou vodou do objemu 100 ml. 

Lyzační roztok B 
K lyzačnímu roztoku A byl přidán lysozym na výslednou koncentraci 3,0 mg/ml. 

20% roztok dodecylsulfátu sodného (SDS) 
20g SDS se rozpustilo v 80 ml destilované vody za ohřívání na 68 °C. Roztok se poté 

doplnil sterilovanou vodou do objemu 100mi a rozdělil do alikvótů. Roztok nebylo 
nutné sterilizovat. SDS je dráždivá látka, tudíž je při manipulaci doporučováno používat 
roušku. Roztok se uchovává při laboratorní teplotě. 

Roztok proteinázy K (1 mg/ml) 
Navážilo se 10 mg proteinázy K a rozpustilo se v 10 ml sterilní vody. Roztok se 

uchovává při -20 °C. Před použitím se ředí na požadovanou koncentraci 100 ug/ml. 

3.6.2 Roztoky pro fenolovou extrakci bakteriální DNA 

- Fenol (pH 7,8) 
Nasycený roztok předestilovaného fenolu v T E pufru. 

Směs isoamyl-chloroform (CIZ) 
V poměru 24:1 se smíchal chloroform a isoamylalkohol. 

3M roztok octanu sodného 
V 80ml destilované vody se rozpustilo 40,81 g trihydrátu octanu sodného 

( C H 3 C O O N a . 3 H 2 0 ) . Roztok se doplnil do objemu 100 ml a poté sterilizoval po dobu 
20 minut za teploty 121 °C v autoklávu. Poté se roztok rozdělil do alikvótů. 

- T E pufr 
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B y l y použity zásobní roztoky l m l T r i s -HCl a 0,2 ml E D T A ) . Po smíchání uvedených 
objemů se roztok doplnil sterilní destilovanou vodou do objemu 100 ml a sterilně se 
rozlil do alikvótů. Roztok se uchovává při teplotě -20 °C. 

PBS pufr 
V objemu 800 ml destilované vody se rozpustilo 80 g N a C l , 2 g KC1, 26,8 g 

Na 2 HP04 7 H 2 0 a 2,4 KH2PO4. Takto se připravil lOx koncentrovaný roztok, který byl 
před použitím naředěn desetinásobně. 

3.6.3 Komponenty pro přípravu P C R směsí 

Komponenty pro přípravu směsí pro P C R a jejich objemy jsou uvedeny v Tab. č. 
1. V tabulce č. 2 je uvedené složení P C R směsí za použití PPP master mixu, který se 
použil pro P C R metody pro rod Bifidobacterium, druhy Bifidobacterium animalis a 
Lactobacillus acidophilus. 

Tabulka č. 1: Komponenty pro PCR 

Pořadí Komponenta 
P C R pro/ Objem [ul] 

Pořadí Komponenta Doména 
Bacteria 

Rod 
Lactobacillus 

Rod 
Bifidobacterium 

1. Voda pro P C R 17,5 19,0 19,0 

2. 
10* reakční pufr 

kompletní 
2,5 2,5 2,5 

3. Směs dNTP (10 m M) 1,0 0,5 0,5 

4. primerl (10 pmol/ul) 1,0 0,5 0,5 

5. primer 2 (10 pmol/ul) 1,0 0,5 0,5 

6. 
Taq DNA-polymeráza 

(1L7 ul) 
1,0 1,0 1,0 

7. Matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 1,0 1,0 

Tabulka č. 2: Složení P C R směsi s PPP master mixem 
Zvýšení citlivosti 

Rod Druh Druh Druh Druh 

Bifidobacterium Bifidobacterium Lactobacillus Bifidobacterium Lactobacillus 

animalis acidophilus animalis acidophilus 

Složka 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 

D N A matrice 1 1 1 3 3 
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Protože metody P C R pro druhy Bifidobacterium animalis a Lactobacillus acidophilus 
nebyly dostatečně citlivé, použilo se komerčního PPP Master mixu a zvýšilo se 
množství přidaných primerů, D N A a zvýšil se počet cyklů z 30-ti na 40 cyklů. 

3.6.4 Primery pro jednotlivé P C R metody 

Jednotlivé metody P C R (celkem 6) se lišily sekvencí primerů , které jsou uvedeny 
spolu s velikostí v Tab. č. 3. 
Tabulka č. 3: Primery specifické pro jednotlivé P C R [8]  

PCR pro 
doménu 

Bacteria [8] 
Primery Sekvence primerů (5'- 3') 

Velikost 
produktů 

P C R 

[8] PCR pro 
doménu 

Bacteria [8] 

F_eub T C C T A C G G G A G G C A G C A G T 
466 bp 

[8] PCR pro 
doménu 

Bacteria [8] 

R_eub 
G G A C T A C C A G G G T A T C T A A T C 

C T G T T 

466 bp 

[8] 

PCR pro rod 
Lactobacillus 

[9]Chyba! 
Nebyl zadán 

název 

L b L M A 
1-rev C T C A A A A C T A A A C A A A G T T T C 

250 bp 

[9] PCR pro rod 
Lactobacillus 

[9]Chyba! 
Nebyl zadán 

název 
R16-1 C T T G T A C A C A C C G C C C G T C A 

250 bp 

[9] 

PCR pro rod 
Bifidobacteri 

um 
[10] 

Pbi F l C C G G A A T A G C T C C 

914 bp 

[10] PCR pro rod 
Bifidobacteri 

um 
[10] 

Pbi R2 G A C C A T G C A C C A C C T G T G A A 
914 bp 

[10] 

PCR pro 
druh 

Bifidobacteri 
um animalis 

[10] 

B a n F 2 A A C C T G C C C T G T G 

925 bp 

[10] PCR pro 
druh 

Bifidobacteri 
um animalis 

[10] P b i R l G C A C C A C C T G T G A A C C G 

925 bp 

[10] 

PCR pro 
druh 

Lactobacillus 
acidophilus 

[37] 

A c i 16SI T C C A A G G A A G C G A A G G A T 

750 bp 

[37] PCR pro 
druh 

Lactobacillus 
acidophilus 

[37] 
A c i 16SII C T C T T C T C G G T C G C T C T A 

750 bp 

[37] 

PCR pro 
druh 

Lactobacillus 
acidophilus 

[38] 

A c i 16SI A G C T G A A C C A A C A G A T T C A C 

800 bp 

[38] PCR pro 
druh 

Lactobacillus 
acidophilus 

[38] A c i 16SII A C T A C C A G G G T A T C T A A T C C 
800 bp 

[38] 

Složení PPP Master mixu: 
PPP Master M i x se dodává 2x koncentrovaný: 150 m M Tris HC1, p H 8,8 (při 25°C), 

40 m M (NELt ) 2 S 0 4 , 0,02% Tween, 20,5 m M M g C l 2 , 400 u M d A T P , 400 u M dCTP, 
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400 u M dGTP, 400 u M dTTP, 100 U / m l Taq D N A polymerázy, barvivo, stabilizátory a 
barviva. 

3.6.5 Použité mikročástice 
B y l y použity magnetické mikročástice funkcionalizované karboxylovými skupinami F -
kol 15 ox ( H E M A - c o - G M A ) a F-kol B100 ( G M A ) a Dynabeads. V tabulce č. 4 jsou 
uvedeny jejich parametry. 

Tab.č.4: Parametry použitých mikročástic: 

Označení částic Polymer Velikost 
částice 
(průměr um) 

Hustota průměrné 
částice 
(g/cm3) 

Obsah 
Fe 
(%) 

Zdroj 

F-kol 135ox P G M A 1,16 1,27 11 Ing. D. Horák, 
ÚMCH Praha, ČR 

F-kol BlOOox P G M A 0,70 0,81 5,36 Ing. D. Horák, 
ÚMCH Praha, ČR 

Dynabeads 
DNA Direct 

PS 4,5 1,5 20 Life technologies 

PGMA-polyglycid metakrylát; PS- polystyren; 

3.6.6 Roztoky pro Izolaci DNA magnetickými částicemi 

V Eppendorfových zkumavkách se smíchal 5 M N a C l , 40 % P E G , hrubý lyzát a 
magnetický nosič. Složení separační směsi je uvedeno v kapitole 3.7.10 Tab.č. 6. 

3.6.7 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu 

T B E pufr (5x konc.) 

Navážilo se 54 g Tris- báze, 27,5g kyseliny borité a 20 ml 0,5 ml E D T A (pH 8,0). 
Navážka byla rozpuštěna v 600 ml destilované vody. Roztok se doplnil destilovanou 
vodou na objem menší než 1 litr. Hodnota p H se upravila pomocí 1 M N a O H na 
hodnotu 8,0 a roztok se doplnil do objemu jednoho litru destilovanou vodou. Případné 
tuhé nebo nerozpuštěné částice se přefiltrovaly. Před použitím se roztok T B E pufru ředil 
lOx destilovanou vodou. 

Barvící lázeň 

V 500 ml destilované vody se rozpustilo 100 ul roztoku ethidiumbromidu (5 mg/ml). 

- DNA standard 
D N A standard 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, ČR) obsahuje fragmenty D N A o 

velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp. 
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3.7 Metody 

Následující postupy byly prováděny dle skript Španové a Ritticha (2010) [1], byly 
částečně modifikované dle doporučení paní doc. RNDr . Aleny Španové, CSc. 

3.7.1 Oživení lyofilizovaných bakteriálních kultur {Lactobacillus acidophilus 

C C D M 476 a Bifidobacterium animalis C C D M 246a) 

S konzervou lyofilizované kultury bylo pracováno supersterilně 
Po opatrném otevření skleněné ampule a odstranění zátky se k vysušené 
suspenzi mikroorganismů přidalo asi 0,3 ml M R S média. 
Suspenze se opatrně promíchala a přenesla do 10 ml tekutého M R S média. 
Takto byla poté kultura kultivována při teplotě 37 °C po dobu 2-3 dnů. 
Poté bylo odebráno 0,1 ml suspenze narostlých mikroorganismů a přeočkováno 
do 10 ml M R S média. 
Kultura se poté kultivovala 2-3 dny. 

Bakterie rodu Lactobacillus byly kultivovány aerobně. Bakterie rodu Bifidobacterium 
byly kultivovány za anaerobních podmínek. 

3.7.2 Uchovávání kultur zamražením v glycerolu 

Do Eppendorfových zkumavek se smíchaly 2/3 objemu inokula s 1/3 objemu 
glycerolu (40 %). (resp.: 200 ul promíchané čerstvě narostlé kultury v tekutém M R S 
médiu se 100 ul glycerolu (40%) ). Tímto se dosáhlo cca 15%-ní koncentrace 
glycerolu, která je pro zamrazování kultur ideální. Kultura je uchovávána při -20 °C. 

3.7.3 Kontrola čistoty kultury 

Vykultivované bakteriální kultury se přeočkovaly do 10 ml sterilního tekutého 
M R S média po 100 ul a byly kultivovány při 37°C další tři dny. 
Kontrola čistoty bakteriální kultury se provedla pomocí křížového roztěru, kdy 
se narostlé kultury v M R S médiu křížovým roztěrem vysely na Petriho misky 
s pevným M R S agarovým médiem a kultivovaly se při teplotě 37 °C po dobu 3 
dnů. 

Křížový roztěr a růst kolonií buněk Biffidobacterium animalis ssp. lactis C C D M 
241a. a buněk Lactobacillus acidophilus C C D M 476 je uveden na Obr.č.5 a Obr.č.6. 
Růst těchto buněk v tekutém médiu je uveden na Obr.č.7 a Obr.č.8., kde lze ve 
zkumavkách s kultivovanými buňkami pozorovat zákal média. 
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Obr.č.5: Křížový roztěr Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a 

Obr.č.6: Křížový roztěr Lactobacillus acidophilus CCDM 476 



Obr.č.7: Submerzní kultivace Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 241a 

Zprava- kontrolní zkumavka, kultivované buňky, kultivované buňky 

Obr č.8: Submerzní kultivace Lactobacillus acidophilus CCDM 476 

Zprava- kontrolní zkumavka, kultivované buňky, kultivované buňky 



3.7.4 Homogenizace vzorků salámu pomocí BagSystemu 

5 g sterilně naváženého vzorku salámu bylo vloženo do sterilního sáčku s membránou 
BagFilter, ke kterému byl přidán 2,5x násobek sterilní vody (12,5 ml). BagFilter byl 
vložen do stomacheru a vzorek byl homogenizován 15 min za občasného promíchaní. Z 
prostoru za membránou bylo pipetou odsáto 1,5 ml homogenizátu a ten byl stočen při 
10 000 ot/3 min, supernatant byl slit a k sedimentu bylo přidáno dalších 1,5 ml 
zhomogenizovaného salámu a vzorek byl stočen při 10 000 ot/3 min. Celkem tak bylo 
zpracováno 3 ml homogenizátu a buněk v něm. Supernatant byl opět slit a byl přidán 1 
ml vody (promyti), vzorek byl následně stočen 10 000 ot/3 min. 

3.7.5 Homogenizace vzorků salámů pomocí kopistu 

- Navážka 300 mg vzorku salámu se v Eppendorfově zkumavce (1,5 ml) smíchala 
s 500 ul Lyzačního roztoku B . 
Vzorek byl opatrně a pečlivě rozmělněn a promíchán pomocí kopistu. 
Poté se přidalo dalších 500 ul lyzačního roztoku B a směs se opět promíchala. 
Směs byla inkubována do druhého dne při teplotě 55 °C za občasného 
promíchání. 
Zlyzované hrubé lyzáty byly následně použity k izolaci D N A a uchovávány při 
teplotě -20 °C. 

3.7.6 Příprava hrubých lyzátů buněk 

1 ml buněčné kultury v M R S médiu se centrifugoval při 14 500 ot/min po dobu 
5 minut. 
Supernatant se opatrně slil a nechal dobře okapat. Poté se resuspendoval v 1 ml 
lyzačního roztoku A , suspenze byla opět centrifugována při 14 500 ot/min po 
dobu 5 minut. 
K sedimentu se přidalo 500 ul lyzačního roztoku B a sediment byl dokonale 
resuspendován. 
Vzorky se pak inkubovaly po dobu 1 hod při laboratorní teplotě za občasného 
promíchání. 
K inkubované suspenzi se přidalo 12,5 ul 20% SDS a 5 ul proteinázy K 
(100 ug/ml). Směs byla důkladně promíchána a inkubovala se při 55 °C do 
druhého dne. 
Takto vzniklé hrubé lyzáty buněk byly uchovávány při teplotě -20 °C, aby se 
zamezilo případné degradaci D N A . 

3.7.7 Izolace DNA pomocí fenolové extrakce 

K 500 ul hrubých lyzátů (HL) se přidalo 500 ul fenolu. 
Směs byla kývavým pohybem opatrně promíchávána po dobu 4 minut. 
Poté se vzorky centrifugovaly při 15 000 ot./min po dobu 5 minut. 
Pomocí špičky s ustřiženým hrotem byla odebrána vodní fáze s D N A do čisté 
Eppendorfovy zkumavky. 
K vodní fázi s D N A se přidalo 500 ul T E pufru a poté se přidalo 700 ul směsi 
chloroform-isoamylalkohol (24:1) a směs se opět promíchala kývavým pohybem 
po dobu 4 minut. 
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Takto pripravené vzorky byly centrifugovány při 15 000 ot./min po dobu 5 
minut. 
Z centrifugovaných vzorku se odebrala vodní fáze s D N A a přepipetovala se do 
čisté Eppendorfovy zkumavky. 

3.7.8 Srážení D N A přídavkem ethanolu 

Ke vzorku D N A se přidalo 1/20 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl 
promíchán. 
Poté bylo přidáno 1 ml 96% ethanolu, směs se promíchala a při teplotě -20 °C 
po dobu 15 minut se nechala srážet D N A . 
Směs byla zcentrifugována při 15 000 otáčkách po dobu 15 minut, po 
centrifugaci se supernatant opatrně sli l . 
Sediment D N A se vysušil v exikátoru po dobu asi 10 min. Získaná D N A byla 
rozpuštěna v 50 ul T E pufru. 
Takto připravená D N A byla naředěna a použita pro P C R . 

3.7.9 Spektrofotometrické stanovení koncentrace D N A 

Koncentrace D N A se spektrofotometricky stanovovala přístrojem 
NanoPhotometerTM s objemem vzorku 4 ul. Jako referenční vzorek byl použit T E pufr. 
Měření bylo provedeno víčkem " l i d 50" (viz tab. č. 5). 

Tabulka č. 5: Parametry pro NanoPhotometer 

Označení víčka l id 50 

Optická dráha (mm) 0,2 

Objem vzorku (ul) 0,7-4 

Měřitelný rozsah D N A (ng/ul) 150-4000 

3.7.10 Izolace D N A pomocí magnetických mikročástic 

Složení směsí pro izolaci D N A pomocí magnetických mikročástic je uvedeno v Tab. 
č. 6. 

Tabulka č. 6: S ožení směsí pro izolaci D N A pomocí magnetických částic 
Krok Komponenty Separační směs/množství (ul) 
Roztok č. 1 2 3 
1 N a C l (5 M ) 200 200 200 
2 hrubý lyzát buněk 50 150 175 

3 P E G (6000 (40 %) 200 100 100 
4 Magnetický nosič 

(2 mg/ml) 
50 50 25 

Celkem objem 500 500 500 
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Po smíchání komponentů se směs inkubovala po dobu 15 minut při laboratorní 
teplotě. 
Poté se směs umístila do magnetického separátoru a magnetické mikročástice 
byly separovány po dobu 10 minut při laboratorní teplotě. 
Po uplynulém času byl odebrán supernatant, z magnetického separátoru se 
vyj mul magnetický pás a do Ependorfových zkumavek s mikročásticemi se 
přidalo 500 ul 70 % ethanolu. 
Poté, co byl vzorek promíchán, se do separátoru opět zasunul magnetický pás a 
po 1 minutě se ethanol opatrně odebral. 
Poté se mikrozkumavky vyj muly ze separátoru a zbytkový ethanol se odpařil. 
Poté byla do 50 ul T E pufru eluována D N A , která byla adsorbována na povrchu 
magnetických mikročástic. Směs byla inkubována do druhého dne v ledničce. 
Po uplynulé době se magnetickým separátorem odebraly magnetické 
mikročástice a D N A byla odebrána do čistých Ependorfových zkumavek. 
U izolované D N A byla následně spektrofotometricky stanovená koncentrace. 

Kromě izolace D N A z hrubých lyzátů buněk byl postup izolace D N A s využitím 
magnetických částic a separační směsi č.l použit pro přečištění D N A . 

3.7.11 Imunomagnetická separace bakteriálních buněk pomocí magnetických 

částic 

K homogenizátu získaného homogenizací BagSystémem se přidalo 100 ul M C 
z magnetické perlové celulózy funkcionalizovanou potilátkou Anti-Lbc. 
Směs se poté inkubovala při laboratorní teplotě po dobu 2 h za stálého míchání. 
Poté byly M C odseparovaný pomocí magnetického separátoru a supernatant byl 
odebrán. 
Zbylé M C byly promyty přidáním 800 ul P B S pufru a směs se míchala 5 minut. 
Poté byly M C opět odseparovaný a znovu promyty. 
Po 5-ti minutách se částice odseparovaly a resuspendovaly v 50 ul P B S pufru. 
M C s navázanými buňkami v 50 ul P B S pufru bylo poté lyžováno v 
termocycleru při teplotě 99 °C po dobu 10 min. 30 ul P B S pufru s navázanými 
buňkami bylo lyžováno a 5 ul se vyselo na Petriho misky, pro ověření viability 
buněk. 
Vzniklé lyzáty buněk se použily jako D N A matrix do P C R směsí. 

3.7.12 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Všechny komponenty pro P C R se před použitím rozmrazily, promíchaly a 
zcentrifugovaly. 
Připravilo se 25 ul P C R směsi s D N A matricí vzorků. Směs pro P C R byla 
připravována sterilně v U V boxu. 
Jednotlivé komponenty pro P C R se smíchaly v pořadí uvedeném v Tabulce č. 1 
do malých 200 ul Eppendorfových zkumavek. 

- Negativní kontrola se připravila přidáním 1 ul P C R vody místo D N A matrice. 
Pozitivní kontrola se připravila použitím D N A matrice o koncentraci 10 ng/ul 
některého ověřeného bakteriálního kmene Lactobacillus acidophilus C C M 4833 
T, Lactobacillus casei C C M 4798, Bifidobacterium animalis C C M 4988 T. 



Vzorky obsahující všechny komponenty P C R byly promíchány a krátce 
zcentrifugovány a umístěny do termocykleru, kde se nastavil specifický program 
pro amplifikaci dle Tabulek č.7 a č.8. 
Po ukončení amplifikačního programu se vzorky nanesly na 1,8 % agarózový 
gel a detekovaly se specifické produkty P C R reakce. 

Tabulka č. 7: Amplifikační programy pro doménu Bacteria a rody Lactobacillus a 
Bifidobacterium 

Doména Bacteria Rod Lactobacillus Rod Bifidobacterium 

94 °C 5 min 94 °C 5 min 94 °C 5 min 

94 °C 30 s 95 °C 30 s 94 °C 1 min 

56 °C 30 s 55 °C 30 s 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 cyklů 
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Tabulka č. 8: Amplifikační programy pro bakteriální druhy L. acidophilus a B. 
animalis 

Druh Lactobacillus 
acidophilus 

[37] 

Druh Lactobacillus 
acidophilus 

[38] 

Druh Bifidobacterium 
animalis [10] 

94 °C 5 min 94 °C 5 min 94 °C 5 min 

95 °C 30 s 94 °C 30 s 92 °C 30 s 

62 °C 30 s 58 °C 30 s 58 °C 30 s 

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 cyklů 40 cyklů 30 cyklů 

[37 ]primery specifické pro P C R pro druh Lactobacillus acidophilus (Tilsala, 1997) 
[38]primery specifické pro P C R pro druh Lactobacillus acidophilus (Walter, 2000) 

3.7.13 Agarózová gelová elektroforéza DNA a produktů P C R 

V Erlenmayerově baňce se v mikrovlnné rozvařil 0,8% nebo 1,8 % agarózový 
gel rozpuštěním 1,8 g agarózy ve 100 ml 0,5 x T B E pufru. 
Po vychladnutí na cca 60 °C se směs přelila do elektroforetické vaničky 
s hřebínkem a nechala tuhnout 30 minut. Po ztuhnutí gelu se hřebínek odňal. 
N a polyethylenové podložce se smíchalo 15 ul D N A a 3 ul nanášecího pufru. 
Vzniklá směs byla nanesena do komůrky gelu. 
Vanička s nanesenou D N A v gelu se vložila do elektroforetické vany a 
převrstvila se 0,5 x T B E pufrem. 
Poté probíhala elektroforéza při 80 V po dobu cca 1,5 hodiny. 
Po doběhnutí elektroforézy se gel barvil v roztoku ethidium bromidu (1 ug/ml) 
po dobu 30 minut. 
Obarvený gel byl pozorován na transilluminátoru v U V světle a fotograficky 
zdokumentován. 
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4 CÍL PRÁCE 

Cílem práce bylo testovat využití magnetických mikročástic pro izolaci a průkaz 
probiotické D N A v kvalitě vhodné pro P C R z fermentovaných masných výrobků. 

Dalším cílem práce bylo prokázat přítomnost bakterií druhu Lactobacillus 
acidophillus a Bifidobacterium animalis v masných výrobcích s probiotiky. 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Homogenizace vzorku s a l á m ů a p ř í p r a v a h r u b ý c h lyzátů b u n ě k 

5.1.1 Homogenizace vzorků salámů pomocí BagSystému 

Pro izolaci D N A bylo třeba vzorky salámů homogenizovat. K homogenizaci byl 
použit BagSystem a kopist (viz kap. 3.7.4 a 3.7.5). 

By lo testováno zpracování vzorků salámů pomocí BagSystému a poté se připravily 
hrubé lyzáty buněk. Buňky ze 3 ml homogenizátu byly promyty a zlyzovány (dle 3.7.6) 
a použity pro izolaci D N A (dle 3.7.7). V tabulce č.9 je zaznamenané potřebné množství 
vzorku a sterilní vody potřebné pro výtěžek určitého množství D N A . 

Tabulka č. 9: éstování homogenizace vzorků salámů v BagSystému 
Vzorek 

č. 
Navážka 
vzorku 

(g) 

Množství 
přidané 
sterilní 

vody (ml) 

Doba 
homogenizace 

(min) 

Množství 
homogenizátu 

pro izolaci 
DNA (ml) 

Koncentrace 
DNA (ng/ul) 

Celkové 
množství 
DNA ( U g) 

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 

—> Nejvyšší množství DNA bylo izolováno z 5 g navážky salámu s 12,5 ml vody. Na 
1 g výrobku je třeba použít minimálně 2,5 ml sterilní vody. 

5.1.2 Homogenizace vzorků salámu pomocí kopistu 

B y l a testována homogenizace 400mg, 300 mg a 200 mg vzorku salámu. Po přidání 
500 ul lyzačního roztoku B (viz kap. 3.7.5) byl vzorek inkubován při 55 °C do druhého 
dne. Po důkladném zvortexování se postupovalo dle postupu uvedeného v kapitole 
3.7.6. Vizuálně byla kontrolována homogenizace vzorků. 

—> Pro důkladnou homogenizaci bylo potřeba 2,5 ml lyzačního roztoku B na 1 g 
výrobku (0,5 ml na 200 mg). 

5.1.3 Příprava hrubých lyzátů buněk 

Z homogenizovaných vzorků salámů byly připraveny hrubé lyzáty buněk podle 
postupu uvedeného v kapitole 3.7.6. Vizuálně byl kontrolován vzhled hrubých lyzátů. 
Po inkubaci při 55 °C byl vzniklý hrubý lyzát u navážky 400mg Ovčácké klobásy velmi 
hustý, na stěnách zkumavky ulpíval tuk. U salámu Orlík byl H L méně hustý, části 
salámu byly sedimentovány na dně a v horní části Eppendorfovy zkumavky byla vrstva 
lyz. roztoku. H L získané ze salámu Orlíky byly výrazně čistší. 
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—> Hrubé lyzáty z jednotlivých salámů se lišily svou hustotou, zákalem a 
přítomností částeček tuku. Byly použity pro izolaci DNA fenolovou extrakcí a 
magnetickými částicemi. 

5.1.4 Izolace DNA z hrubých lyzátů salámů metodou fenolové extrakce 

Z homogenizovaných vzorků salámů byly připraveny hrubé lyzáty buněk podle 
postupu v kapitole 3.7.6. Poté se provedla izolace D N A pomocí metody fenolové 
extrakce uvedené v kapitole 3.7.7. Pomocí agarózové gelové elektroforézy pak byla 
ověřena izolace D N A a její relativní intaktnost. Výsledky jsou uvedeny na obrázku č. 9. 
Spektrofotometrické stanovení koncentrace D N A je uvedeno v tabulce č. 10. Z hodnoty 
absorbance A260 se stanovila koncentrace D N A , z poměru hodnot A260/A280 se určila 
čistota D N A (viz. tab.10). 

Obr. č. 9.: Agarózová gelová elektroforéza DNA izolované ze salámů 

Běh DNA Detekce 
DNA 

Nanesené 
množství 
na gel foil) 

Množství 
DNA (ng) 

1 Ovčácká klobása +++ 20 3300 
2 Salám Orlík +++ 20 2260 

+ , + + , + + + Intenzita detekované D N A ; - D N A nebyla 

detekována 

Tabulka č.10: Spektrofotometrické s< anovení DNA 

Název 
vzorku A230nm A260nm A280nm A320nm A260nm/280n 

m 

Objem 
vzorku 

m 

Koncentrace 
DNA [jig/ul] 

Ovčácká 
klobása 

0,047 0,076 0,047 0,01 1,784 100 165 

Salám 
Orlík 

0,017 0,046 0,024 0,001 1,957 100 113 

—> Z Ovčácké klobásy i ze salámu Orlík byla izolovaná DNA v dostatečné 
koncentraci a kvalitě vhodné pro metodu PCR. 

—> Byla izolována DNA o koncentraci 165ng/ul (Ovčácká klobása) a 113ng/ul 
(salám Orlík). 
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5.2 Izolace D N A z h r u b ý c h lyzátů s a l á m ů p o m o c í m a g n e t i c k ý c h 

m i k r o č á s t i c 

Hrubé lyzáty salámů (HL) připravené inkubací do druhého dne při 55 °C byly 
zcentrifugovány po dobu 5min při 10 000 ot/min. Po centrifugaci byly opatrně 
promíchány a ze dna bylo odebráno 50 ul H L a přidáno do separační směsi č.l (kap. 
3.7.10, tab.č.6) Dále se postupovalo dle 3.7.10.: 

Po separaci magnetických částic (MČ) magnetem byl odebrán supernatant a 
MČ s navázanou D N A byl 2x propláchnut 70%-ním ethanolem (500 ul). 

—> M Č se lišily svým chováním při separaci magnetickým separátorem. Po 
propláchnutí ethanolem a separaci magnetickým separátorem byly nejvíce 
viditelné M C F-kol 135ox a B-100, M C Dynabeads byly na stěně zachyceny jen 
částečně a klesaly ke dnu. 

5.3 Optimalizace izolace D N A z h r u b ý c h lyzátů b u n ě k s a l á m ů p o m o c í 

m a g n e t i c k ý c h část ic 

B y l y testovány hrubé lyzáty salámů připravované homogenizací pomocí BagSystemu 
a kopistem. K optimalizaci byly použity částice F-kol B-100 a tři zůzné separační směsi. 
Separační směsi se lišily množstvím hrubých lyzátů salámů (viz kap. 3.7.10, Tab. č.6). 

5.3.1 Izolace DNA z hrubých lyzátů salámů připravených homogenizací 

pomocí BagSystemu 

Hrubé lyzáty buněk byly přečištěny třemi různými separačními směsmi (viz kap. 
3.7.10, Tab.č.6) a magnetickým nosičem. Separační směsi se lišily množstvím hrubých 
lyzátů buněk, množstvím P E G a množstvím použitého nosiče. Následně byla 
spektrofotometricky stanovena koncentrace D N A u jednotlivých vzorků. 

Z hrubých lyzátů připravených pomocí BagSystemu byla izolována D N A s využitím 
částic F-kol B-100 a separačních směsí č . l , č.2 a č.3 (viz kap. 3.7.10, Tab.č.6). 
Průměrné výsledky jsou zaznamenány v tabulce č.l 1. 

Tabulka č . l l : Izolace DNA z H L salámů pomocí M Č F-kol B-100 Vzorky salámů 
byly homogenizovaný BagSystémem.  

Sep. A230 A260 A280 A320 A260/A280 c (ng/ul) 
směs 
č.l Ovčácká klobása 0,025 0,026 0,020 0,009 1,420 4,250 

salám Orlík 0,038 0,028 0,016 0,003 1,849 6,688 
č.2 Ovčácká klobása 0,021 0,048 0,042 0,020 1,272 0,278 

salám Orlík 0,034 0,034 0,028 0,012 1,352 0,225 
č.3 Ovčácká klobása 0,079 0,082 0,064 0,030 1,504 0,520 

salám Orlík 0,013 0,036 0,033 0,011 1,119 0,248 

—> Nejvyšších výtěžků DNA se dosáhlo použitím separační směsi č. 1., která měla 
složení: 200 ul NaCl, 50 ul H L , 200 ul P E G a 50 ul magnetického nosiče F-kol B-
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100 (2mg/ml). Tato směs pak byla použita k izolaci DNA třemi druhy M Č z H L 
salámů homogenizovaných kopistem. 

5.3.2 Izolace DNA z hrubých lyzátů salámů připravených homogenizací 

pomocí kopistu 

Pomocí kopistu se připravily hrubé lyzáty salámů z různých množství vzorku (200, 
300 a 400 mg), z nichž byla poté pomocí M C izolovaná D N A pomocí separační směsi 
č.l (kap. 3.7.10, viz Tab.č.6). Testovala se izolace D N A pomocí magnetických částic F -
kol 135ox, Dynabeads a F-kol B-100. V tabulce č. 12a (Ovčácká klobása) a 12b (salám 
Orlík) jsou zaznamenány spektrofotometricky získané koncentrace D N A . 

Tabulka č. 12: Spektrofotometrické stanovení DNA izolované z hrubých lyzátů 
salámů. Vzorky salámů byly homogenizovaný kopistem. 

a) Ovčácká klobása 
Navážka pro 
homogenizaci 

Druh M Č A230 A260 A280 A320 A260/A280 c 
(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) salám Orlík 
Navážka pro 
homogenizaci 

Druh M Č A230 A260 A280 A320 A260/A280 c 
(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 

—> Nejvyšší množství DNA bylo izolováno pomocí M Č F-kol 135ox (kromě 
navážky 400 mg vzorku salámu Ovčácká klobása), následované Dynabeads a pak 
F-kol B-100. 
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Pomocí F E bylo izolováno ze 3 ml homogenizátu tj. 1,2 g vzorku 8250 ng D N A ze 
salámu Ovčácká klobása a 5675 ng D N A ze salámu Orlík. Což je z l g vzorku 
v přepočtu asi 6900 ng D N A (Ovčácká klobása) a asi 4700 ng D N A (Orlík). Kromě 
bakteriální D N A vzorky pravděpodobně obsahují i eukaryotní D N A z masa. Maso 
obsahuje hemoglobin, coč je známá sloučenina inhibující P C R [62]. 

Pomocí M Č bylo z 200 mg vzorku izolováno 1060 ng D N A ze salámu Ovčácká 
klobása a 990 ng D N A ze salámu Orlík. To je v přepočtu na 1 g vzorku 5300 ng D N A 
u ovčácké klobásy a 5050 ng D N A u salámu Orlík. 

—> Z 1 g salámů bylo izolováno pomocí F E přibližně o 20 % DNA více, než pomocí 
M Č . 

5.3.3 Izolace DNA z bakteriálních kultur pomocí magnetických částic 

Pro srovnání byla provedena izolace D N A kmenů Lactobacillus acidophilus C C D M 
476 a Bifidobacterium animalis ssp. lactis C C D M 241a pomocí magnetických částic F-
kol 135ox, B-100 ox a Dynabeads. Buňky byly kultivovány dle kap. 3.7.3. Z nich byly 
připraveny hrubé lyzáty buněk (dle 3.7.6) a D N A byla izolována dle postupu 3.7.10. 
Následně bylo provedeno spektrofotometrické stanovení koncentrace D N A . Výsledky 
jsou uvedeny v tabulce č. 13 a) b). 

Tabulka č.13: Spektrofotometrické měření DNA izolované pomocí M Č 
z bakteriálních kultur 

a) Lactobacillus acidophilus CCDM 476 

F-kol 135ox Vz.č A230 A260 A280 A320 A260/a280 c (ng/ul) F-kol 135ox 
1. 0,136 0,172 0,120 0,033 1,598 69,5 

F-kol 135ox 

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 135ox Vz.č A230 A260 A280 A320 A260/a280 c (ng/ul) F-kol 135ox 
1. 0,052 0,096 0,078 0,025 1,340 35,5 

F-kol 135ox 

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 
—> Nejvyšších koncentrací izolované DNA bylo dosaženo pomocí v následujícím 
pořadí: F-kol 135ox > Dynabeads> F-kol B-100. Pořadí bylo stejné jako u salámů. 
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5.4 T e s t o v á n í d r u h o v ě spec i f i ckých P C R 

Byla ověřena přítomnost druhů Bifidobacterium animalis a Lactobacillus acidophilus 
v D N A izolovaných z buněk kmenů Bifidobacterium animalis ssp. lactis C C D M 241a a 
Lactobacillus acidophilus C C D M 476. Tyto dva kmeny se vyskytují v salámu Ovčácká 
klobása. Pro stanovení bylo použito metody P C R pro druh Bifidobacterium animalis 
(kap. 3.7.12) [10]. N a obrázku č. 10 jsou zobrazeny výsledky gelové elektroforézy 
produktů P C R . 

Pro stanovení přítomnosti bakteriální D N A druhu Lactobacillus acidophilus bylo 
použito metody P C R pro druh Lactobacillus acidophilus[3S] . Pro zvýšení citlivosti 
metody bylo zvýšeno množství přidávaných primerů, matrice D N A a počet cyklů (viz. 
kap. 3.7.12, Tab. č.8). Složení P C R směsi v iz kapitola 2.6.5. Jako D N A matrice byla 
použita D N A izolovaná pomocí M C z H L buněk kultury Lactobacillus acidophilus 
C C D M 476. Jako vzorek pozitivní kontroly byla použita ověřená D N A kmene 
Lactobacillus acidophilus C C M 4833T. Vzorky P C R byly naneseny na 1,5%-ní 
agarózový gel a dokumentovány (Obr. č. 11). 

Obrázek č.10: Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925 
bp). Amplifikováno bylo různé množství DNA získaná izolované pomocí MC F-kol 135ox z HL 
buněk čisté bakteriální kultury. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

bp 

100C 
900 

500 

925 bp PCR 
produkty 

Dimery primerů 

P C R pro 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

Běh 
Izolace 

DNA 
DNA 

Množství 
DNA/PCR směs 

Detekce produktu 
PCR 

P C R pro 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

1 Standard 100 bp 

P C R pro 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

2 
M Č Bifidobacterium 

animalis ssp. 
lactis C C D M 

241a 

10 ng +++ P C R pro 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

3 
M Č Bifidobacterium 

animalis ssp. 
lactis C C D M 

241a 

1 ng +++ 
P C R pro 

Bifidobacterium 
animalis 

s primery [10] 4 

M Č Bifidobacterium 
animalis ssp. 
lactis C C D M 

241a 
100 pg +++ 

P C R pro 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

5 

M Č Bifidobacterium 
animalis ssp. 
lactis C C D M 

241a 10 pg ++ 
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6 1 Pg ++ 

7 100 fg + 

8 10 fg/ — 

9 I f g — 

10 prázdný běh 
11 negativní kontrola 
12 prázdný běh 

13 pozitivní kontrola 10 ng/ ul +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
Obrázek č . l l : Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (800 
bp). Amplifikováno bylo různé množství DNA izolované pomocí MC F-kol 135ox zFLL buněk 
čisté bakteriální kultury. 

800 bp PCR produkty 

Dimery pr imem 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR směs 
Detekce produktu 

PCR 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

1 Standard 100 bp 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

2 prázdný běh P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

3 
M Č Lactobacillus 

acidophilus C C D M 
476 

10 ng +++ 
P C R pro 

Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 4 
M Č Lactobacillus 

acidophilus C C D M 
476 

1 ng +++ 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 
5 

M Č Lactobacillus 
acidophilus C C D M 

476 100 pg +++ 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

6 

M Č Lactobacillus 
acidophilus C C D M 

476 

10 pg +++ 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

7 

M Č Lactobacillus 
acidophilus C C D M 

476 

1 Pg ++ 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

8 

M Č Lactobacillus 
acidophilus C C D M 

476 

100 fg + 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

9 

M Č Lactobacillus 
acidophilus C C D M 

476 

10 fg + 

P C R pro 
Lactobacillus 
acidophilus 

s primery [38] 

10 

M Č Lactobacillus 
acidophilus C C D M 

476 

I f g — 
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11 prázdný běh 

12 negativní kontrola — 

13 prázdný běh 

14 pozitivní kontrola 10 ng/ul +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

—> Specifické produkty P C R pro druh Bifidobacterium animalis byly detekovány 
po amplifikaci 10 ng až 100 fg D N A / P C R směs. 

—> Specifické produkty P C R pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovány 
po amplifikaci 10 ng až 10 fg D N A / P C R směs. 

5.5 O v ě ř e n í amplifikovatelnosti D N A i z o l o v a n é ze s a l á m ů metodou 

f e n o l o v é extrakce 

Byla ověřena amplifikovatelnost D N A izolované ze salámů metodou fenolové 
extrakce. Byla provedena P C R s primery specifickými pro doménu Bacteria,rody 
Lactobacillus a Bifidobacterium, druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium 
animalis. 

5.5.1 P C R s primery specifickými pro doménu Bacteria 

Pro ověření amplifikovatelnosti a přítomnosti bakteriální D N A byla použita metoda 
P C R s primery specifickými pro doménu Bacteria. Postupovalo se podle postupu 
uvedeném v kapitole 2.7.12. Do P C R byla použita D N A izolovaná z masných výrobků 
pomocí fenolové extrakce naředěná na různé koncentrace. B y l y amplifikovány produkty 
P C R specifické pro doménu Bacteria o veliklosti 466 bp. Tyto produkty byly 
detekovány pomocí agarózové gelové elektroforézy. Výsledky jsou zobrazeny 
na Obrázku č. 12 a č. 13. Jako pozitivní kontrola byla použita D N A kmene Lactobacillus 
casei C C M 4798 vyředěná na koncentraci 10 ng/ul. 

Obrázek č. 12: Gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro doménu Bacteria(466 
bp). Amplifikována byla DNA izolovaná ze salámů pomocí FE. 
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1 2 3 4 5 6 
bp 

1000 

500 
400 

466 bp PCR 

produkty 

100 Dimery 
primerů 

P C R pro doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

Běh D N A Množství 
D N A / P C R směs 

Detekce P C R 
produktu 

P C R pro doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

1 Standard 100 bp +++ 

P C R pro doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

2 Salám Orlík 20 ng +++ 
P C R pro doménu 

Bacteria 
s primery [8] 

3 Ovčácká klobása 20 ng +++ P C R pro doménu 
Bacteria 

s primery [8] 
4 Negativní kontrola — 

P C R pro doménu 
Bacteria 

s primery [8] 
5 prázdný běh 

P C R pro doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

6 Pozitivní kontrola 10 ng ++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

Obr. č. 13.: Gelová elektroforéza produktů PCR pro doménu Bacteria (466bp). Amplifikováno 
bylo různé množství DNA izolované ze salámů pomocí FE. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 .10 11 12 -g 14 15 

466 bp PCR produkty 

Dimery primerů 

Běh DNA 
Množství DNA/PCR 

směs 
Detekce 

produktu P C R 

1 Standard 100 bp +++ 

P C R pro 
doménu 
Bacteria 

2 
Pozitivní 
kontrola 

lOng 
+++ P C R pro 

doménu 
Bacteria 3 Ovčácká klobása 20ng +++ 

s primery [8] 4 Ovčácká klobása lOng +++ 

5 Ovčácká klobása lng +++ 

6 Ovčácká klobása lOOpg ++ 

7 Ovčácká klobása lOpg -

8 Ovčácká klobása Ipg -

9 salám Orlík 20 ng +++ 

10 salám Orlík 10 ng +++ 

11 salám Orlík 1 ng ++ 

12 salám Orlík 100 pg + 

13 salám Orlík 10 pg -

14 salám Orlík 1 Pg -

15 
Negativní 
kontrola 

-

+, ++, +++ různá intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
—> DNA byla z obou salámů izolována v kvalitě vhodné pro metodu PCR. Byly 
detekovány specifické produkty P C R pro doménu Bacteria- amplikony o velikosti 
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466 bp. Nejnižší množství DNA matrice nezbytné pro průkaz produktu P C R 
pomocí gelové elektroforézy bylo 100 pg/PCR. 

5.5.2 PCR s primery specifickými pro rod Lactobacillus 

Pro ověření přítomnosti D N A bakterií rodu Lactobacillus byla použita metoda P C R 
s primery specifickými pro rod Lactobacillus. By la použita D N A získaná metodou F E . 
Postupovalo se podle postupu uvedeném v kapitole 3.7.12. V P C R směsích bylo 
testováno různé množství M g C l 2 přidané ke směsi komplexního pufru. B y l y 
amplifikovány produkty P C R specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp. Tyto 
produkty P C R byly detekovány pomocí agarózové gelové elektroforézy (Obrázek č. 13). 

Citlivost P C R pro rod Lactobacillus byla provedena podle postupu uvedeného 
v kapitole 3.7.12. D N A byla vyředěná desítkovým ředěním až do koncentrace 1 fg a 
použita pro amplifikaci. N a Obrázku č. 14, 15 a 16 jsou zaznamenané výsledky. Jako 
pozitivní kontrola byla použita D N A kmene Lactobacillus casei C C M 4798 (10 ng/ul). 
Obr. č.14: Gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod Lactobacillus (250 bp). 
Amplifikováno bylo různé množství DNA/PCR směs izolované ze salámů pomocí FE. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

bp 

500 

300 
200 
100 

250 PCR produkty 

Dimery primem 

Běh DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Množství přidaného 
MgCl 2(50 mM)/PCR 

směs 

Detekce 
produktu 

P C R 

P C R pro 
rod 

Lactobacillus 
s primery [9] 

1 Standard 100 bp +++ P C R pro 
rod 

Lactobacillus 
s primery [9] 

2 10 ng 0 +++ 
P C R pro 

rod 
Lactobacillus 
s primery [9] 3 

Ovčácká klobása 
10 ng 0,5 ul +++ 

4 
Ovčácká klobása 

10 ng l u l +++ 

5 10 ng 1,5 ul +++ 

6 pozitivní kontrola lOOpg +++ 

7 negativní kontrola -
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8 

salám Orlík 

Ipg 0 ++ 

9 
salám Orlík 

10 ng 0,5 ul ++ 

10 
salám Orlík 

10 ng l u l ++ 

11 

salám Orlík 

10 ng 1,5 ul ++ 

12 pozitivní kontrola 10 ng +++ 

13 negativní kontrola -

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

Obrázek č. 15.: Gelová elektroforézaproduktů PCR specifických pro rod Lactobacillus (250 
bp). Amplifikováno bylo různé množství DNA/PCR směs izolované z ovčácké klobásy pomocí 
FE. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

bp 

500 

300 
200 
100 

250 bp PCR produkty 

iDimery primem 

Běh č. DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce PCR 
produktu 

1 Standard 100 bp +++ 

P C R pro 
rod 

Lactobacillus 

2 10 ng +++ P C R pro 
rod 

Lactobacillus 3 1 ng +++ 
s primery [9] 4 100 pg +++ 

5 
Ovčácká klobása 

10 pg ++ 

6 
Ovčácká klobása 

1 Pg -

7 100 fg -

8 10 fg -

9 I f g -
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10 prázdný běh -

11 Pozitivní kontrola 10 ng +++ 

12 prázdný běh -

13 Negativní kontrola -

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

Obrázek č. 16.: Gelová elektroforéza PCR produktů specifických pro rod Lactobacillus ( 250 
bp). Amplifikováno bylo různé množství DNA/PCR směs izolované ze salámu Orlík pomocí FE. 

1 2 3 4 5 6 V 8 9 10 11 12 13 

bp 

500 

300 
200 
100 

250 bp PCR produkty 

Dimery primerů 

Běh č. DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce P C R 
produktu 

1 Standard 100 bp +++ 

P C R pro 
rod 

Lactobacillus 

2 salám Orlík 10 ng +++ P C R pro 
rod 

Lactobacillus 3 1 ng ++ 
s primery [9] 4 100 pg -

5 10 pg -

6 1 Pg -

7 100 fg -

8 10 fg -

9 salám Orlík I f g -

10 prázdný běh -

11 Pozitivní kontrola 10 ng +++ 

12 prázdný běh -
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13 Negativní kontrola -

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

—> Po amplifikaci byly detekovány produkty P C R specifické pro rod Lactobacillus. 
Tím byla prokázaná přítomnost DNA bakterií rodu Lactobacillus ve vzorcích obou 
salámů. Množství M g 2 + iontů nemělo vliv na specifitu reakce. 
—> Nejnižší množství DNA matrice nezbytné pro průkaz produktů P C R bylo 10 pg 
u Ovčácké klobásy a 1 ng u salámu Orlík. 

5.5.3 P C R s primery specifickými pro rod Bifidobacterium z DNA izolované 

pomocí fenolové extrakce a magnetických částic 

D N A byla izolována pomocí fenolové extrakce a magnetických mikročástic F-kol 
135ox. Postupovalo se podle postupu popsaného v kapitole 3.7.12. Poté byla přečištěná 
D N A použitá k P C R reakci specifické pro rod Bifidobacterium. Pomocí agarózové 
gelové elektroforézy byly detekovány produkty P C R specifické pro rod 
Bifidobacterium- amplikony o velikosti 914 bp. Určilo se tak, který salám obsahuje 
bakterie rodu Bifidobacterium. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku č. 17. Jako pozitivní 
kontrola byla použitá D N A izolovaná z kmene Bifidobacterium animalis C C M 4988 T. 

Při posouzení citlivosti P C R byla použita D N A matrice vyředěná desítkovým 
ředěním až do koncentrace 1 fg/ul. N a Obrázcích č. 18 a 19 j sou uvedené výsledky. 

Obr. č. 17: Gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod Bifidobacterium (914 
bp). Amplifikována byla DNA izolovaná fenolovou extrakcí a magnetickými částicemi F-kol 
135ox. 

1 2 4 5 6 7 8 9 10 

bp 

iooc! 
900 

5 0 0 

914 bp PCR 
produkty 
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P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

Běh 
Izolace 
DNA DNA 

Množství 
DNA/PCR 

směs 

Detekce 
produktu 

P C R 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

1 Standard 100 bp +++ 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

2 P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 3 M Č Ovčácká klobása 66 ng + 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

4 M Č salám Orlík 59 ng — 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

5 M Č P K 10 pg +++ 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

6 
negativní 
kontrola 

— 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

7 M Č P K 10 ng ++ 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

8 F E Orlík 10 ng — 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

9 F E Ovčácká klobása 10 ng ++ 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

10 prázdný běh 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
Obr. č. 18. Gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod Bifidobacterium (914 bp). 
Amplifikovaná byla DNA izolovaná z Ovčácké klobásy pomoci FE. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

bp 

100C 
900 

500 

914 bp PCR 
produkty 

Izolace Množství 
Detekce PCR 

Běh 
Izolace 

D N A č . 
Množství 

Detekce PCR 
Běh DNA D N A č . DNA/PCR 

Detekce PCR 
DNA 

směs produktu směs produktu 
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P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

1 Standard 100 bp 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

2 

F E Ovčácká klobása 

10 ng ++ P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

3 

F E Ovčácká klobása 

1 ng + 
P C R pro rod 

Bifidobacterium 
s primery [10] 

4 

F E Ovčácká klobása 

100 pg + 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

5 F E Ovčácká klobása 
10 pg + 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

6 
F E Ovčácká klobása 

1 Pg -

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

7 

F E Ovčácká klobása 

100 fg -

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

8 

F E Ovčácká klobása 

10 fg -

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

9 

F E Ovčácká klobása 

I f g -

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

10 pozitivní kontrola 10 ng +++ 

P C R pro rod 
Bifidobacterium 
s primery [10] 

11 negativní kontrola -

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
Obr. č. 19. Gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod Bifidobacterium (914 bp). 
Amplifikována byla DNA izolovaná ze salámu Orlík pomocí FE. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

bp 

100C 
900 

500 

914 bp PCR 
produkty 

Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce 
produktu 

PCR 

PCR pro rod 
Bifidobacterium 

1 Standard 100 bp +++ 
PCR pro rod 

Bifidobacterium 2 10 ng -

s primery [10] 3 1 ng -

4 F E salám Orlík 100 pg -

5 10 pg -

6 1 Pg -

51 



7 100 fg -

8 10 fg -

9 I f g -

10 pozitivní kontrola 10 ng +++ 

11 negativní kontrola -

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
—> Přítomnost DNA bakterií rodu Bifidobacterium byla prokázána ve výrobku 
Ovčácká klobása. 

—> Nej nižší množství DNA, které bylo amplifikováno v P C R za vzniku produktu 
P C R detekovatelného pomocí gelové elektroforézy bylo 10 pg. 

—> V DNA izolované ze salámu Orlík nebyly opakovaně detekovány žádné 
produkty P C R specifické pro rod Bifidobacterium, což vypovídá o nepřítomnosti 
DNA rodu Bifidobacterium. 

5.5.4 PCR pro druh Lactobacillus acidophillus 

Pro stanovení přítomnosti bakteriální D N A druhu Lactobacillus acidophilus ve 
vzorcích izolovaných pomocí F E a M C z H L vzorků salámů bylo použito metody P C R 
pro druh Lactobacillus acidohpilus. Při použití metody P C R pro druh L. acidophilus 
byly detekovány pouze amplikony po amplifikaci D N A Ovčácká klobása izolované 
pomocí F E . Z tohoto důvodu byly testovány j iné primery. Složení P C R směsi v iz 
kapitola 3.6.3. Jako pozitivní kontrola byla použita ověřená D N A typového kmene 
Lactobacillus acidophilus C C M 4833 T. Produkty P C R byly naneseny na 1,5% 
agarózový gel. N a další straně jsou na obrázku č. 20 jsou fotograficky zdokumentovány 
výsledky vypovídající o nízké citlivosti metody (10ng/PCR směs). 

Ke zvýšení citlivosti se dvojnásobně navýšilo množství přidávaných primerů a 
trojnásobně množství D N A (viz kapitola 3.6.3). 

Při posouzení citlivosti P C R byla použita D N A matrice získaná fenolovou extrakcí ze 
vzorku salámu Ovčácká klobása. Při použití primerů A c i 16SI a A c i 16SII (Walter, 
2000) s velikostí produktů 800 bp byly produkty P C R j iž zřetelné po amplifikaci 100 fg 
D N A . N a obrázku č. 21 zobrazeny výsledky gelové elektroforézy. 
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Obrázek č.20: Gelová elektroforéza PCR produktů pro druh Lactobacillus acidophilus (750 
bp). Amplifikována byla DNA získaná ze salámů izolací pomocí FE a MČ. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

bp 

100C 

III 
700 

500 
400 

750bp PCR 
produkty 

Dimery primerů 

P C R pro 
druh 

Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce 
produktu 

PCR 
Lactobacillus 
acidophilus 

1 Standard 100 bp 

s primery [37] 2 prázdný běh 

3 M Č salám Orlík 10 ng — 

4 prázdný běh 

5 M Č salám Orlík 15 ng — 

6 F E Ovčácká klobása 10 ng ++ 

7 F E salám Orlík 10 ng — 

8 N K — 

9 M Č P K 10 ng +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
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Obrázek č.21: Gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro druh Lactobacillus 
acidophilus (800 bp). Amplifikována byla DNA získaná izolací pomocí FE z HL salámu 
Ovčácká klobása. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

bp 

w 
800 

500 

800 bp PCR produkty 

Dimery primerů 

Běh 
Izolace 

DNA 
DNA 

Množství 
DNA/PCR směs 

Detekce 
produktu P C R 

1 Standard 100 bp 

2 prázdný běh 
P C R pro 

druh 
Lactobacillus 

3 F E Ovčácká klobása 10 ng +++ P C R pro 
druh 

Lactobacillus 4 1 ng +++ 
acidophilus 

s primery [38] 
5 100 pg +++ acidophilus 

s primery [38] 
6 10 pg +++ 

7 1 Pg ++ 

8 100 fg + 

9 10 fg — 

10 I f g — 

11 prázdný běh 

12 negativní kontrola — 

13 prázdný běh 

14 M Č pozitivní kontrola 10 ng/ ul +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
—> Specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovány v 
DNA Ovčácká klobása do koncentrace 100 fg/PCR směs u DNA izolované pomocí 
F E Ovčácká klobása. 

—> V DNA izolované ze salámu Orlík nebyly detekovány žádné specifické produkty 
pro druh Lactobacillus acidophilus. 
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5.5.5 P C R pro druh Bifidobacterium animalis 

Pro stanovení přítomnosti bakteriální D N A druhu Bifidobacterium animalis v D N A 
izolované pomocí F E a M C z H L salámů bylo použito metody P C R pro druh 
Bifidobacterium animalis . Složení P C R směsi v iz kapitola 3.7.12. Jako pozitivní 
kontrola byla použita ověřená D N A typového kmene Bifidobacterium animalis C C M 
4988 T. P C R produkty byly naneseny na 1,5% agarózový gel. Protože P C R produkty 
byly detekovány pouze u vzorků obsahujících vyšší množství cílové D N A (vzorek 
získaný pomocí F E a vzorek získaný pomocí M C o koncentraci 26 ng/ul), bylo 
v následujících P C R reakcích zvýšeno množství přidávaných primerů, D N A matrice a 
počet cyklů. N a obrázku č. 22 jsou zobrazeny výsledky gelové elektroforézy amplikonů. 

Při posouzení citlivosti P C R byla použita D N A matrice získaná fenolovou extrakcí ze 
vzorku salámu Ovčácká klobása. Pro zvýšení citlivosti metody bylo zvýšeno množství 
přidávaných primerů, matrice D N A a počet cyklů (viz. kapitola 3.6.3) N a obrázku č. 23 
jsou zobrazeny výsledky gelové elektroforézy. 

Obrázek č.22: Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925 
bp). Ampliflkována byla DNA získaná izolací pomocí MC a FE z HL salámů. 
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P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce 
produktu 

PCR 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

1 Standard 100 bp 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

2 prázdný běh P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

3 M Č salám Orlík 10 ng — 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 4 prázdný běh 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

5 
M Č + 
kopist 

Ovčácká klobása 
26 ng 

++ 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

6 M Č + 
kopist 

salám Orlík 
15 ng 

— 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

7 prázdný běh 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

8 F E Ovčácká klobása 10 ng ++ 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

9 F E salám Orlík 10 ng — 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

10 N K — 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 
s primery [10] 

11 P K 10ng/ul +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

Obrázek č.23: Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925 
bp). Amplifikována byla DNA izolovaná pomocí FE z HL salámu Ovčácká klobása. 
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Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce 
produktu 

PCR 

1 Standard 100 bp 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 

2 F E Ovčácká klobása 10 ng +++ P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 3 1 ng +++ 
s primery [10] 4 100 pg +++ 

5 10 pg ++ 

6 1 Pg ++ 

7 100 fg — 

8 10 fg — 

9 I f g — 

10 prázdný běh 

11 pozitivní kontrola 10 ng/ ul +++ 

12 prázdný běh 

13 negativní kontrola — 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

—> Specifické produkty P C R pro druh Bifidobacterium animalis byly detekovány 
po amplifikaci DNA Ovčácká klobása izolované F E . Homogenizace salámu byla 
provvedena K O P I S T E M . 

—> Specifické produkty P C R byly detekovány do koncentrace 1 pg/PCR směs. 

—> V DNA izolované ze salámu Orlík nebyly amplifikovány produkty P C R 
specifické pro druh Bifidobacterium animalis. 
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5.6 O v ě ř e n í amplifikovatelnosti D N A i z o l o v a n é M C ze s a l á m ů 

h o m o g e n i z o v a n ý c h kopistem 

B y l a ověřena amplifikovatelnost D N A izolované z masných výrobků pomocí 
magnetických částic F-kol 135ox.Byla provedena P C R pro doménu Bacteria, druh 
Lactobacillus a Bifidobacterium animalis. 

5.6.1 PCR s primery specifickými pro doménu Bacteria DNA izolovaná z H L 

salámů pomocí M Č F-kol 135ox (466bp) 

Byla testována amplikifikace D N A izolované z masných výrobků homogenizovaných 
kopistem pomocí magnetických částic F-kol 135ox. Pro stanovení přítomnosti 
bakteriální D N A ve vzorcích izolovaných z FfL vzorků salámů bylo použito metody 
P C R pro doménu Bacteria. Reakční složení směsi v iz kapitola 3.7.12. Jako pozitivní 
kontrola byla použita ověřená D N A rodu Lactobacillus. By lo amplifikováno různé 
množství D N A ve dvou opakováních. Produkty P C R byly detekovány na 1,5% 
agarózovém gelu. N a obrázcích č. 24, 25 a 26 jsou vizualizované produkty P C R 
specifické pro doménu Bacteria. 
Obrázek č.24: Gelová elektroforéza produktů PCR pro doménu Bacteria (466 bp). 
Amplifikována byla DNA izolovaná z HL salámu Orlík pomocí MC. 
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Běh 
Izolace 
DNA DNA 

Množství 
DNA/PCR 

směs 

Detekce 
produktu 

P C R 

1 Standard 100 bp 

PCR pro 
doménu 

2 prázdný běh PCR pro 
doménu 3 M Č 

salám Orlík 
6 ng +++ 

Bacteria 
s primery [8] 

4 M Č 
salám Orlík 12 ng +++ Bacteria 

s primery [8] 
5 prázdný běh 

6 M Č salám Orlík 9 n g +++ 

7 M Č 18 ng +++ 

8 prázdný běh 

9 M Č salám Orlík 17 ng +++ 

10 M Č 34 ng +++ 
11 prázdný běh 

12 M Č salám Orlík 19 ng +++ 

13 M Č 38 ng +++ 

14 N K -

15 M Č PK 10 ng +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

Obrázek č.25: Gelová elektroforéza produktů PCR pro doménu Bacteria (466 bp). 
Amplifikována byla DNA izolována z HL salámu Ovčácká klobása pomocí MČ. 
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Běh 
Izolace 
DNA DNA č. 

Množství 
DNA/PCR směs 

Detekce 
produktu 

PCR 

1 Standard 100 bp 

PCR pro 
doménu 

2 prázdný běh PCR pro 
doménu 3 M Č 

Ovčácká klobása 
12 ng +++ 

Bacteria 
s primery 

[8] 

4 
Ovčácká klobása 

24 ng +++ Bacteria 
s primery 

[8] 5 prázdný běh 

Bacteria 
s primery 

[8] 
6 Ovčácká klobása 10 ng +++ 

7 20 ng +++ 
8 prázdný běh 

9 Ovčácká klobása 10 ng +++ 

10 20 ng +++ 
11 prázdný běh 

12 Ovčácká klobása 10 ng +++ 

13 20 ng 
+ + + 

14 NK -

15 PK 10 ng +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

Obrázek č.26: Gelová elektroforéza produktů PCR pro doménu Bacteria (466 bp). 
Amplifikována byla DNA izolovaná z HL salámů pomocí MC. 
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PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

Běh 
Izolace 
DNA D N A č . 

Množství 
DNA/PCR 

směs 

Detekce 
produktu 

P C R 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

1 Standard 100 bp 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

2 

M Č salám Orlík 

15 ng ++ PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

3 M Č salám Orlík 14 ng +++ 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 4 
M Č salám Orlík 

11 ng +++ 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

5 

M Č 

Ovčácká klobása 

13 ng +++ 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

6 

M Č 

Ovčácká klobása 26 ng +++ 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

7 

M Č 

Ovčácká klobása 

16 ng +++ 

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

8 N K -

PCR pro 
doménu 
Bacteria 

s primery [8] 

9 M Č PK 10 ng/ul +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

—> Ve vzorku DNA izolované ze salámu Orlík a Ovčácká klobása byla pomocí 
metody P C R s primery specifickými pro doménu Bacteria prokázána přítomnost 
bakteriální DNA. 

5.6.2 P C R pro druh Lactobacillus acidophillus (800 bp) 

Protože přítomnost D N A bakterií rodů Lactobacillus a Bifidobacterium byla 
testována ve vzorcích izolovaných pomocí fenolové extrakce, stanovovala se přítomnost 
D N A druhů Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Pro stanovení 
přítomnosti bakteriální D N A druhu Lactobacillus acidophilus ve vzorcích izolovaných 
pomocí M C F-kol 135ox bylo použito metody P C R pro druh Lactobacillus acidophilus. 
Složení P C R směsi v iz kapitola 3.7.12. Pro zvýšení citlivosti metody bylo zvýšeno 
množství přidávaných primerů, matrice D N A a počet cyklů (viz. kapitola 3.6.3). Jako 
pozitivní kontrola byla použita ověřená D N A kmene Lactobacillus acidophilus C C D M 
476. Vzorky P C R byly naneseny na 1,5% agarózový gel. N a obrázku č. 27 jsou 
zobrazeny výsledky gelové elektroforézy produktů P C R . 

Při posouzení citlivosti P C R byla použita D N A matrice získaná izolací M C F-kol 
135ox z H L salámu Ovčácká klobása. N a obrázku č. 28 jsou zobrazeny výsledky gelové 
elektroforézy produktů PCR. 
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Obrázek č.27: Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (800 
bp). Amplifikována byla DNA izolovaná pomocí MC F-kol 135ox zHL salámu Ovčácká 
klobása. 
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bp 
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800 
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800 bp PCR produkty 

Dimery primerů 

Běh 
Izolace 
DNA DNA 

Množství 
DNA/PCR 

směs 

Detekce 
produktu 

P C R 

1 Standard 100 bp 

P C R pro 
druh 

Lactobacillus 

2 
M Č Ovčácká klobása 

17 ng/ ++ P C R pro 
druh 

Lactobacillus 3 
M Č Ovčácká klobása 

19 ng ++ 
acidophilus 

s primery 
[38] " 

4 13 ng ++ acidophilus 
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 negativní kontrola . . . 

12 M Č pozitivní kontrola 10 ng/ul ++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován; *pravděpodobně chyba při přípravě PCR směsi 
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Obrázek č.28: Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Lactobacillus acidophilus (800 
bp). Amplifikováno bylo různé množství DNA izolované pomocí MC zHL salámu Ovčácká 
klobása. 
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10 11 12 13 10 11 12 13 

800 bp PCR produkty 

Dimery primerů 

Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce 
produktu 

P C R 

1 Standard 100 bp 

P C R pro 
druh 

Lactobacillus 

2 M Č Ovčácká klobása 20 ng +++ P C R pro 
druh 

Lactobacillus 3 10 ng +++ 
acidophilus 

s primery [38] 
4 1 ng +++ acidophilus 

s primery [38] 
5 100 pg ++ 

6 10 pg ++ 

7 1 Pg — 

8 100 pg — 

9 10 pg — 

10 prázdný běh 

11 negativní kontrola — 

12 prázdný běh 

13 M C pozitivní kontrola 10 ng +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 
—> Specifické produkty P C R pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovány 
po amplifíkaci DNA izolované pomocí M C . 

—> Specifické produkty P C R pro druh Lactobacillus acidophilus byly detekovány 
do koncentrace 10 pg/PCR směs. 
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5.6.3 PCR pro druh Bifidobacterium animalis 

Pro stanovení přítomnosti bakteriální D N A druhu Bifidobacterium animalis ve 
vzorcích izolovaných pomocí M C F-kol 135ox ze salámu Ovčácká klobása 
homogenizovaných kopistem bylo použito metody P C R pro druh Bifidobacterium 
animalis . Složení P C R směsi v iz kapitola 3.7.12. Pro zvýšení citlivosti metody bylo 
zvýšeno množství přidávaných primerů, matrice D N A a počet cyklů (viz. kapitola 
3.6.3). Jako D N A matrice byla použitá D N A izolovaná pomocí M C z H L salámu 
Ovčácká klobása. Jako pozitivní kontrola byla použita ověřená D N A kmene 
Bifidobacterium animalis ssp. lactis C C D M 241a. Produkty P C R byly detekovány na 
1,5 agarózovém gelu. N a obrázku č. 29 jsou zobrazeny výsledky gelové elektroforézy. 

Obrázek č.29: Gelová elektroforéza produktů PCR pro druh Bifidobacterium animalis (925 
bp). Amplifikována byla DNA získaná izolací pomocí MC z HL salámu Ovčácká klobása. 
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900 

500 

925 bp PCR 
produkty 

Dimery primerů 

Běh 
Izolace 

DNA DNA 
Množství 

DNA/PCR 
směs 

Detekce 
produktu 

PCR 

1 Standard 100 bp 

P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 

2 
M Č Ovčácká klobása 

10 ng +++ P C R pro druh 
Bifidobacterium 

animalis 3 
M Č Ovčácká klobása 1 ng +++ 

s primery [10] 4 100 pg +++ 

5 10 pg ++ 

6 1 Pg + 
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7 100 fg — 

8 10 fg — 

9 I f g — 

10 prázdný běh 

11 negativní kontrola — 

12 prázdný běh 

13 pozitivní kontrola 10 ng +++ 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

—> Specifické produkty P C R pro druh Bifidobacterium animalis byly detekovány 
po amplifikaci 10 ng až 1 pg DNA izolované pomocí M C z H L salámu Ovčácká 
klobása. 

5.7 I m u n o m a g n e t i c k á separace b u n ě k Lactobacillus acidophilus 

Sakámy byly homogenizovaný (10 g salámu v 25 ml ster. H 2 0 ) pomocí BagSystému. 
K homogenizátu byly přidány M C z magnetické perlové celulózy funkcionalizované 
protilátkou anti-Lactobacillus. Popis separace buněk je popsán v kapitole 3.7.11. 
Imunomagnetická separace (IMS) byla provedena ve třech opakováních. Jako kontrola 
byly použity buňky kmene L. acidophilus C C D M 476. 

5.7.1 IMS kultivace a IMS-PCR rod Lactobacillus z homogenizátu salámů 

Postupovalo se podle návodu popsaného v kapitole 3.7.11. Lyzáty buněk získané byly 
použity pro I M S - P C R specifickou pro rod Lactobacillus . Složení P C R směsi v iz 
kapitola 2.6.5. Jako D N A matrice bylo použito vzorků lyžovaných izolovaných buněk 
pomocí M C z perlové celulózy. Pomocí agarózové gelové elektroforézy byly 
detekovány specifické amplikony o velikosti 250 bp (Obrázek č. 30). Jako vzorek 
pozitivní kontroly byla použita ověřená D N A kmene Lactobacillus acidophilus C C D M 
476., která byla vyředěná na koncentraci 10 ng/ ul. 

65 



Obrázek č.30: Gelová elektroforéza IMS-PCR produktů pro rod Lactobacillus (250 bp). 
Amplifikována byla DNA získaná povařením buněk narostlých po imunomagnetické separaci 
buněk. 
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detekován 

—> V buňkách izolovaných z homogenizátů salámů byly detekovány produkty P C R 
v různé intenzitě. Přítomnost bakteriální DNA rodu Lactobacillus byla prokázána. 
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5.7.2 IMS-PCR pro druh Lactobacillus acidophilus 

Pomocí magnetických nosičů funkcionalizovaných protilátkou anti-Lactobacillus 
byly izolovány buňky dle postupu uvedeného v kap. 3.7.11. Po lyži komplexů M C -
buňka byl použit lyzát buněk pro amplifikaci pro I M S - P C R specifickou pro druh 
Lactobacillus acidophilus. Složení P C R směsi v iz kapitola 2.6.5. Po kultivaci buněk 
izolovaných pomocí EV1S narostla pouze 1 kolonie, která byla použita do EV1S-PCR 
specifické pro druh Lactobacillus acidophilus Jako pozitivní kontrola byla použita 
ověřená D N A kmene Lactobacillus acidophilus C C D M 476, vyředěná na koncentraci 
10 ng/ ul . Produkty I M S - P C R byly naneseny na 1,5%-ní agarózový gel. Pro zvýšení 
citlivosti metody bylo zvýšeno množství přidávaných primerů, matrice D N A a počet 
cyklů (viz. kapitola 2.6.5). Při použití primerů A c i 16SI a A c i 16SII s velikostí produktů 
800 bp byly produkty P C R j iž zřetelné. V běhu č. 10 je amplikon získaný amplifikaci 
D N A narostlé bakteriální kolonie. N a obrázku č. 31 jsou zobrazeny výsledky gelové 
elektroforézy. 

Obrázek č.31: Gelová elektroforéza IMS PCR produktů pro druh Lactobacillus acidophilus 
(800 bp). Amplifikována byla DNA buněk izolovaných imunomagnetickou separací buněk 
z homogenizátů salámů. 
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—> Po IMS-PCR byly detekované produkty P C R specifické pro druh Lactobacillus 
acidophilus. 
Buňky izolované z homogenizátů salámu Ovčácká klobása byly druhu 
Lactobacillus acidophilus. 
—> V DNA buněk izolovaných z homogenizátů salámu Orlík nebyla prokázána 

přítomnost bakteriální DNA druhu Lactobacillus acidophilus. 
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5.8 S h r n u t í výs l edků t e s t o v á n í amplifikovatelnosti D N A i z o l o v a n é ze 

s a l á m ů p o m o c í F E 

V t a b . č. 14 jsou porovnány metody P C R použité při průkazu bakteriální D N A 
v masných výrobcích. D N A byla izolována metodou F E z H L salámů připravených 
homogenizací BagSystémem. 

Tabulka č. 14: Detekce specifických produktů P C R pro doménu Bacteria, rody 
Lactobacillus a Bifidobacterium, druhy Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium 
animalis 

PCR 
doména 
Bacteria 

rod 
Lactobacillus 

rod 
Bifidobacterium 

druh 
Lactobacillus 
acidophilus 

druh 
Bifidobacterium 

animalis 

Množství 
DNA/PCR 

směs 
I II I II I II I II I II 

lOng +++ +++ +++ +++ ++ — +++ — +++ — 

lng +++ ++ +++ ++ + — +++ — +++ — 

lOOpg ++ + +++ — + — +++ — +++ — 

lOpg — — ++ — + — +++ — ++ — 

Ipg — — — — — — ++ — ++ — 

100 fg — — — — — — + — — — 

10 fg — — — — — — — — — — 

Ifg — — — — — — — — — — 

I-Ovčácká klobása, II- salám Orlík; +, ++, +++ Intenzita detekovaného produktu P C R ; 

- Produkt P C R nebyl detekován 

—> V DNA izolované z Ovčácké klobásy byla prokázána přítomnost bakteriální 
DNA, DNA rodů Lactobacillus a Bifidobacterium a DNA druhů Lactobacillus 
acidophilus a Bifidobacterium animalis. 

—> U DNA izolované ze salámu Orlík byla prokázána přítomnost bakteriální DNA 
a DNA rodu Lactobacillus. Ve vzorku DNA izolované pomocí F E z H L salámu 
Orlík nebyla detekována DNA rodu Bifidobacterium a druhů Lactobacillus 
acidophilus a Bifidobacterium animalis. 
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5.9 v 
S r o v n á n í metod izolace D N A F E a M C 

V následující tabulce č. 16 jsou shrnuty výsledky P C R metod pro D N A izolované ze 
salámu Ovčácká klobása a pro D N A bakteriálních kultur izolovaných pomocí M C F-ko l 
135ox. druh Lactobacillus acidophilus 

Tabulka č. 16: Výsledky pro druh Lactobacillus acidophilus 
P C R druh 

Lactobacillus 
acidophilus 

druh 
Bifidobacterium 

animalis 

P K 
Lactobacillus 
acidophilus 
C C D M 476 

PK 
Bifidobacterium 

animalis ssp. 
lactis C C D M 

241a 

DNA Ovčácká klobása Bakteriální kultury 

Množství 
DNA/PCR směs F E M Č F E M Č M Č M Č 

lOng +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

lng +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

lOOpg +++ ++ +++ +++ +++ +++ 

lOpg +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

Ipg ++ — ++ + + ++ 

100 fg + — — — + + 

10 fg — — — — — — 

Ifg — — — — — — 

+, + + , + + + Intenzita detekovaného produktu P C R ; - Produkt P C R nebyl 

detekován 

—> Citlivost P C R s DNA matricí izolované pomocí M Č vyšla lOOx nižší (10 pg/PCR 
směs), než s DNA matricí izolovanou pomocí M C . Citlivosti ostatních P C R (pro 
druh B. animalis) byly stejné (1 pg/PCR směs). 
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6 DISKUZE 

Na našem trhu se začínají objevovat fermentované salámy obohacené probiotiky. 
Tento druh výrobků se tak stává zajímavým artiklem. Cílem této práce je vyvinutí 
metody pro izolaci bakteriální D N A v kvalitě vhodné pro P C R z takovýchto masných 
výrobků a využitím magnetických nosičů. 

Salám Ovčácká klobása dle dostupných údajů má obsahovat probiotické kultury L. 
acidophilus C C D M 476 a B. animalis ssp. lactis C C D M 241a. Další kultury nejsou 
výrobcem deklarované [50], 

Salám Orlík obsahuje dle informací dodaných výrobcem běžně používané startovací 
kultury: Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus,Lactobacillus sakei, 
Pediococcus pentosaceus, Debaryomyces hansenii (Tyto informace byly poskytnuty na 
základě telefonického rozhovoru.). Výrobce neuvádí, který z druhů je probiotický. Ve 
výrobku byly prokázány bakterie rodu Lactobacillus, jehož některé druhy jsou zdraví 
prospěšné. 

Prvním krokem v P C R je izolace D N A v kvalitě vhodné pro P C R . K tomu je potřeba 
homogenizovat vzorek potraviny a zlyzovat buňky. Z lyžovaných buněk se pak izoluje 
D N A . Toto popsala řada autorů [60]. Pomocí homogenizace vzorků salámů 
BagSystémem byly získány homogenizáty bez viditelného podílu tuků, což usnadnilo 
izolaci D N A pomocí M C . Pomocí homogenizace vzorků salámů kopistem bylo ve 
vzorku H L přítomno velké množství tuku, který znesnadňoval izolaci D N A pomocí M C 
a přecházel pak i do P C R směsi. Přítomný tuk tak mohl interferovat v P C R . Inhibitorů 
P C R je znám velký počet [61]. Tím se dá vysvětlit rozdíl v citlivosti P C R , který byl 
detekován pouze v P C R specifických pro druh L. acidophilus. 

Při izolaci D N A z hrubých lyzátů salámů tvořily M C F-kol 135ox a F-kol B-100 
sediment rychle se usazující na dně zkumavek; M C Dynabeads po promíchání tvořily 
stejnorodou suspenzi, která pěnila (nejspíše kvůli přídavku povrchově aktivních látek). 
H L Ovčácké klobásy byly výrazně hustší, než u salámu Orlík, také obsahovaly mnoho 
pevných částic masa a tuku. Po separaci magnetickým separátorem byla zřetelná 
sraženina u Ovčácké klobásy, která byla přitažena spolu s M C ke stěně Eppendorfovy 
zkumavky. Při odebírání supernatantu ze zkumavek s M C Dynabeads tyto částice 
klesaly ke dnu a byly strhávány od stěny. Nejlépe se pracovalo s částicemi F-kol 135ox, 
které byly vybrány pro další testování. 

Izolace D N A z H L buněk bakteriálních kultur byla výrazně jednoduší než u masných 
výrobků. Především z důvodu nepřítomnosti masa a tuku. Z obou kmenů byla izolována 
D N A o dostatečné koncentraci. Pomocí M C F-kol 135ox a Dynabeads byly izolovány 
nejvyšší koncentrace D N A . Vyšších koncentrací bylo dosaženo u kmene Lactobacillus 
acidophilus C C D M 476, který po oživení měl větší nárůst v médiu a bylo tak použito 
větší množství buněk pro izolaci D N A . Používané metody byly popsány pro izolaci 
D N A [62]. 

Při stanovení citlivosti P C R domény Bacteria [1] se D N A ředila desítkovým ředěním 
z hodnoty 10 ng/ul na koncentraci 1 fg/uL Ve směsi pro P C R reakci se amplifikovalo 
vždy 1 \i\ D N A matrice. Nej nižší množství D N A , při kterém byly ještě dobře 
detekovatelné P C R produkty pomocí agarózové gelové elektroforézy bylo při 
koncentraci 100 pg/PCR směs. Množství 100 pg D N A odpovídá asi množství D N A 
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z 10 5 bakteriálních buněk. D N A z tohoto množství byla získána ze 3 ml homogenizátu. 
V celkových 12,5 ml homogenizátu tedy bylo asi 4,125*10 5 buněk/ 5 g zamraženého 
salámu. 

Pro průkaz přítomnosti D N A rodu Lactobacillus se použila P C R specifická pro rod 
Lactobacillus s rodově specifickými primery L b L M A 1 a R 16-1 [9]. Pomocí 
amplifikace a následné agarózové gelové elektroforézy na 1,8% agarózovém gelu se 
detekovaly produkty P C R (250 bp) u vzorků salámů Ovčácká klobása a Orlík ve shodě 
s autory. U Ovčácké klobásy byly detekovány produkty s koncentrací D N A matrice do 
10 pg/ul. U salámu Orlík byly detekovány produkty s koncentrací D N A matrice do 1 
ng/ul. To vypovídá o nižší koncentraci D N A bakterií rodu Lactobasillus ve 
vzorku D N A ze salámu Orlík v porovnání s Ovčáckou klobásou. 

Pro průkaz přítomnosti D N A rodu Bifidobacterium byly použity rodově specifické 
primery Pbi F l a Pbi R2 [4]. Pomocí amplifikace a následné agarózové gelové 
elektroforézy na 1,8% agarózovém gelu se detekovaly produkty P C R u vzorku salámu 
Ovčácká klobása s koncentrací D N A matrice do lOng/ul. V e vzorcích salámu Orlík 
nebyly detekovány žádné specifické produkty, což vypovídá o nepřítomnosti bakterií 
rodu Bifidobacterium ve vzorku salám Orlík. V tomto výrobku nebyly bakterie rodu 
Bifidobacterium výrobcem deklarovány. 

V e výrobku Ovčácká klobása byla pomocí metody P C R pro rod Bifidobacterium 
[9] prokázána přítomnost D N A bakterií rodu Bifidobacterium. Pomocí metod P C R 
pro druhy Lactobacillus acidophilus [9] a Bifidobacterium animalis [9] byla prokázána 
D N A druhů Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. V e výrobku Orlík 
nikoliv. Tato skutečnost taktéž odpovídá deklarovaným vlastnostem výrobků. 

Z porovnání metod izolace D N A (FE a M C ) vyplynulo, že vzorky D N A izolované 
pomocí F E dávaly stejné výsledky jako vzorky D N A izolované pomocí M C . Pomocí 
P C R metody pro rod Lactobacillus [9] byla ve vzorcích obou salámů prokázána 
bakteriální D N A rodu Lactobacillus, což odpovídá složení M O v obou výrobcích [50], 

Z porovnání testovaných postupů izolace D N A fenolovou extrakcí a magnetickými 
částicemi z testovaných výrobků vyplývají výhody F E a M C . K výhodám fenolové 
extrakce patři zisk vyšší koncentrace D N A a odstranění inhibitorů (tuk). Při použití M C 
je pracovní postup méně časově náročný, méně složitý. D N A se může izolovat i 
z komplexních vzorků a z menšího objemu H L . 

Z porovnání citlivosti P C R po amplifikaci DNA izolované F E a M Č vyplývá: 
Druh Lactobacillus acidophilus 

U salámu Ovčácká klobása byly detekovány P C R produkty do koncentrace D N A 
matrice 100 fg/PCR směs u vzorků získaných pomocí F E . U vzorků získaných pomocí 
M C byly detekovány P C R produkty do koncentrace D N A matrice 10 pg/PCR směs. 

Druh Bifidobacterium animalis 
U salámu Ovčácká klobása byly detekovány intenzivnější P C R produkty do 

koncentrace D N A matrice 1 pg/PCR směs u vzorků získaných pomocí FE . U vzorků 
získaných pomocí M C byly detekovány méně výrazné P C R produkty do koncentrace 
D N A matrice 1 pg/PCR směs. 

Výtěžky se příliš neliší, pro P C R se D N A musí přidat na vhodnou koncentraci, aby 
nevznikaly nespecifické produkty P C R [11]. 
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Výsledky byly potvrzeny také metodou JJV1S-PCR po imunomagnetické separaci 
buněk částicemi s imobilizovanou protilátkou anti-Lactobacillus. By lo prokázáno, že 
izolované buňky byly druhu L. acidophilus. 
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7 ZÁVĚR 

B y l a optimalizována metoda homogenizace salámů a příprava hrubých lyzátů buněk. 
Z hrubých lyzátů vzorků salámů byla D N A izolována pomocí fenolové extrakce a 
magnetických částic (F-kol 135ox, F-kol BlOOox a Dynabeads). Nej vyšších 
koncentrací izolované D N A bylo dosaženo pomocí částic F-kol 15ox.Kvalita D N A byla 
dostačující k provedení polymerázové řetězové reakce. Po amplifikaci D N A izolované 
ze salámu Ovčácká klobása byla prokázaná přítomnost D N A domény Bacteria, D N A 
rodů Lactobacillus a Bifidobacterium a druhů Lactobacillus acidophilus a 
Bifidobacterium animalis. V D N A salámu Orlík byla prokázána přítomnost D N A 
domény Bacteria a rodu Lactobacillus. 

Magnetické částice jsou vhodné k izolaci D N A v kvalitě pro P C R z trvanlivých 
masných výrobků. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 

B M K = bakterie mléčného kysání 
P C R = polymerázová řetězová reakce 
H L = hrubý lyzát 
PK= pozitivní kontrola 
N K = negativní kontrola 
PEG= polyethylenglykol 
M Č = magnetické částice 
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10 PŘÍLOHY 

1.1 P ř í l o h a 1- P u b l i k o v a n é v ý s l e d k y 

16. slovenská ŠVK v odbore chemie a chemickej a potravinárskej technologie 
12.11.2014, FCHPT STU v Bratislave (Sborník I S B N 978-80-227-4268-9) 

IZOLACE A PRŮKAZ PROBIOTICKE DNA V 
TRVANLIVÝCH MASNÝCH VÝROBCÍCH 

Roman Vašíček, Štěpánka Trachtová, Alena Spanová 

Vysoké učení technické v Brně, Fakulta chemická, Purkyňova 464/118, 612 00 Brno 

xcvasicekr@fch. vutbr. cz 
Úvod 

Na trhu v ČR jsou dostupné masné výrobky s probiotiky od dvou výrobců. Jedná se 
o trvanlivé fermentované salámy, tj. tepelně neopracované trvanlivé masné výrobky. 
M i m o j iné se vyrábí salám Ovčácká klobása s probiotiky a salám Orlík. Salámy 
s probiotiky jsou zdravější alternativou k j iným běžným masným výrobkům a mají tak 
pozitivní v l iv na zdraví konzumenta. Mez i probiotické bakterie patří zejména zástupci 
rodu Lactobacillus. 

Cíl práce 

Cílem této práce byla izolace a průkaz bakteriální D N A v trvanlivých masných 
výrobcích. 

Experimentální část 

V experimentální části jsem se zabýval přípravou vzorků salámu pro izolaci D N A . 
Počínaje homogenizací vzorků salámu za pomocí stomacheru BagSystem. Po té jsem 
připravil hrubé lyzáty buněk, provedl fenolovou extrakci celkové D N A 
spektrofotometricky stanovil koncentrace a čistotu D N A , provedl kontrolou relativní 
intaktnosti D N A pomocí agarosové gelové elektroforézy. Pak byla provedena P C R a 
detekce samotných produktů P C R s primery specifickými pro doménu Bacteria [1], po 
té byla provedena P C R a detekce produktů P C R s primery specifickými pro rod 
Lactobacillus [2]. 

Výsledky a diskuze 

B y l a vyvinuta metoda přípravy vzorků salámů pro izolaci D N A . Jako optimální byla 
použita 
navážka lOg salámu a jeho homogenizace ve 25 ml sterilní vody po dobu 15 minut. Pro 
izolaci bylo použito 1,5 ml homogenátu, které byly sedimentovány centrifugací při 
10 000 ot/min po dobu 5 minut, poté bylo ke slitému sedimentu přidáno opět 1,5 
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homogenátu a vzorek byl opět centrifugován. Získaný sediment byl poté resuspendován 
v l m l lyzačního rotoku B (tris, E D T A , lysozym 3mg/ml). Takto upravený vzorek byl 
inkubován po dobu l h za laboratorní teploty. Poté bylo přidáno 50 ul 20 % SDS, 5 ul 
proteinasy K (100 ug/ ml) a vzorek byl inkubován při teplotě 55°C po dobu 15h. D N A 
byla izolována metodou fenolové extrakce a rozpuštěna v 50ul T E pufru ve 
výsledné koncentraci 165 ng/ul (Ovčácká klobása) a 113 ng/ul(salám Orlík). 
Spektrofotometricky se ověřililo, že D N A byla izolována v kvalitě vhodné pro PCR. 
Pomocí P C R a detekce produktů P C R s primery specifickými pro doménu Bacteria byla 
prokázána přítomnost bakteriální D N A . Pomocí P C R a detekce produktů P C R 
s primery specifickými pro rod Lactobacillus byla prokázána přítomnost D N A bakterií 
rodu Lactobacillus[2]. 

Závěr 

V D N A izolované ze vzorků salámů byla prokázána přítomnost bakteriální D N A a 
D N A rodu Lactobacillus- v souladu s údaji od výrobců. 
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Průkaz buněk druhu Lactobacillus acidophillus v probiotickém masném výrobku 
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Bohuslav Rittich 
Chemická fakulta V U T Brno, Purkyňova 118, 612 00 Brno 

Probiotické bakterie mají pozitivní účinek na lidské zdraví. Příznivě ovlivňují imunitní 
systém hostitele a složení střevní mikroflóry. Do gastrointestinálního traktu se mohou 
dostávat s potravou. Probiotické bakterie jsou nejčastěji obsaženy v mléčných výrobcích 
a v doplňcích stravy. Nacházejí se i v dalších matricích, včetně masných výrobků. 
Cílem této práce bylo prokázat přítomnost buněk Lactobacillus acidophilus ve 
fermentovaném probiotickém masném výrobku Ovčácká klobása s využitím metody 
P C R . Pozornost byla věnována přípravě vzorku (homogenizace, lyže buněk) a 
optimalizaci metody izolace D N A v kvalitě vhodné pro P C R s využitím magnetických 
mikročástic. Bylo rovněž testováno použití magnetických částic s imobilizovanou 
protilátkou anti-Lactobacillus pro separaci bakteriálních buněk Lactobacillius 
acidophillus z homogenizovaného výrobku. Buňky navázané na nosiči byly použity v 
P C R . V obou případech byly po amplifikaci v P C R s primery specifickými pro druh 
Lactobacillus acidophilus detegovány specifiké produkty P C R . V kontrolním 
fermentovaném masném výrobku salám Orlík, kde nebyly deklarovány bakterie druhu 
L. acidophillus, nebyl uvedený druh detegován. By lo prokázáno, že 
immunomagnetickou separaci lze použít pro izolaci a zakoncentrování buněk. 
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