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ABSTRAKT

V soucasné¢ dob¢ roste zdjem o uzivani probiotickych vyrobkll a na trhu je jich celd tada.
S rostoucim zajmem je kladen i vétsi diraz na identifikaci deklarovanych probiotickych
mikroorganismi. Piesna identifikace mikrobialniho slozeni je ¢asto nelehkym ukolem a je
zapotiebi pokrocilejSich metod, zejména z oblasti molekularni diagnostiky.

Diplomova prace byla zaméfena na ovéfeni pritomnosti deklarovanych probiotickych
mikroorganismii v probiotickych doplicich stravy GS Laktobacily Forte 21, Biopron 9
Premium a Linex® Forte. DNA byla z komplexnich matric izolovana fenolovou extrakci,
komer¢nim kitem a magnetickymi nosi¢i F79/L3-PLL v kvalit¢ vhodné pro PCR. Nasledné
byla izolovana DN A amplifikovana polymerdzovou fetézovou reakci v redlném Case s vyuZitim
rodové a druhové specifickych primert. Specificky PCR produkt byl podroben agar6zové
gelové elektroforéze, ptficemz druhova identifikace nebyla vzdy v souladu sudaji
deklarovanymi vyrobci.

Dalsi ¢ast prace se zabyvala polymerdzovou fetézovou reakcei s vysokorozliSovaci analyzou
kiivek tani za uCelem rozliSeni bakteridlnich kment patficich do skupiny Lactobacillus
a za ucelem identifikace probiotickych mikroorganismi pfitomnych ve smési v probiotickych
doplicich stravy. Bylo testovano osm sad primert (VIF-HRM a VIR-HRM, CHAU-V3F
a CHAU-V3R, CHAU-V6F a CHAU-V6R, LAC2 a LAC4, LAC1 a LAC2, P1V1 a P2V1,
poxcDNAFw a poxPromRVC, poxcDNAFw a poxPromRVT). Jako nejvhodné;si pro rozliSeni
bakterialnich kment rodu Lactobacillus byly vyhodnoceny tfi dvojice primert (V1F-HRM
a VIR-HRM, poxcDNAFw a poxPromRVC, poxcDNAFw a poxPromRVT).

KLICOVA SLOVA

Probiotika, izolace DNA, magnetické Castice, polymerazova tetézova reakce (PCR), PCR
v realném Case, vysokorozliSovaci analyza kiivek tani, Lactobacillus



ABSTRAKT

Currently, there is a growing interest in the use of probiotic products, and there are many of
them in the market. With the growing interest, greater emphasis is placed on the identification
of declared probiotic microorganisms. Precise identification of microbial composition is often
a difficult task and it requires more advanced methods especially in the field of molecular
diagnostics.

The diploma thesis was focused on the verification of the presence od declared probiotic
microorganisms in probiotic food supplements GS Laktobacily Forte 21, Biopron 9 Premium
and Linex® Forte. DNA was isolated from the complex matrices by phenol extraction,
commercial kit and magnetic carriers F79/L3-PLL in the quality suitable for PCR.
Subsequently, the isolated DNA was amplified by real-time polymerase chain reaction using
genus- and species-specific primers. The specific PCR product was subjected to agarose gel
electrophoresis, whereas species identification was not always in compliance with the data
declared by producers.

The next part of the thesis was focused on polymerase chain reaction with high-resolution
melting analysis to distinguish bacterial strains belonging to the Lactobacillus group and to
identify probiotic microorganisms present in the complex matrices of the probiotic food
supplements. Eight primer sets were tested (VIF-HRM a VIR-HRM, CHAU-V3F a CHAU-
V3R, CHAU-V6F a CHAU-V6R, LAC2 a LAC4, LAC1 a LAC2, P1V1 aP2V1, poxcDNAFw
a poxPromRVC, poxcDNAFw a poxPromRVT). Three primer pairs (VIF-HRM a VIR-HRM,
poxcDNAFw a poxPromRVC, poxcDNAFw a poxPromRVT) were evaluated as the most
suitable for distinguishing Lactobacillus bacterial strains.

KEYWORDS

Probiotics, DNA isolation, magnetic particles, polymerase chain reaction (PCR), real-time
PCR, high-resolution melting analysis, Lactobacillus
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1 UVOD

Bakterie mlééného kvaseni (BMK) jsou heterogenni skupinou grampozitivnich
mikroorganismil, které jsou schopny fermentovat riizné typy Zivin za vniku kyseliny mlécné.
Diky jejich pozitivnimu vlivu na zdravi hostitele se fadi mezi mikroorganismy (MO)
s probiotickymi vlastnostmi. BMK pfispivaji k udrzeni homeostazy organismu, rovnovahy
sttevni mikroflory a také zvySuji odolnost organismu vic¢i gastrointestindlnim patogentim.
Probiotické bakterie mlécného kvaseni jsou vyuzivany jiz celou fadu let v potravinarském
pramyslu pro produkci fermentovanych mléénych vyrobkl. V soucasné dob¢ je primyslova
vyroba zamétena také na produkci nejriiznéjSich probiotickych dopliki stravy, nemlécnych
probiotickych vyrobku a dalSich fermentovanych potravin a napojt.

Zajem o uzivani probiotickych vyrobkl roste celosvétove a je kladen stile vétsi dlraz na
identifikaci a kvantifikaci deklarovanych probiotickych mikroorganismi. Presna identifikace
mikrobialniho sloZeni je Casto nelehkym ukolem, nebot’ fenotypové vlastnosti BMK jsou velmi
podobné a tradi¢ni kultivacni metody obvykle nejsou pro tyto ucely dostacujici. Z tohoto
davodu je zapotiebi pokrocilejSich metod, zejména z oblasti molekularni diagnostiky.

Jednou z nejvyuzivanéjSich a v posledni dob¢ nejvice se rozvijejicich metod je polymerazova
fetézova reakce (PCR), kterd je zaloZena na in vitro amplifikaci cilovych DNA useka. Jeji
rychlej8i, pfesnéjsi a citlivéjsi variantou je PCR vredlném case (real-time PCR), kterd
umoziuje kvantifikaci vybrané nukleotidové sekvence piimo v prabehu reakce diky vyuziti
fluorescencnich barviv vazajicich se na amplifikované aseky DNA.

VysokorozliSovaci analyza kiivek tdni (HRM) je velmi rychla a citlivd metoda, ktera
je zalozena na detekci jedno- ivicenukleotidovych zdmén v DNA. Vysokého rozliSeni
je dosazeno diky pouziti pfistrojii s presnou kontrolou teplotniho gradientu a diky pouziti
fluorescencnich barviv, které se inkorporuji béhem PCR reakce do struktury DNA. Ve spojeni
s PCR ma tato metoda velky potencial pii identifikaci a analyze mikrobidlniho slozeni nejen
v potravinovych dopliicich stravy.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Strevni prostiedi jedince, zejména tlusté stfevo, obsahuje 300 az 500 raznych druhti bakterii
a tento ekosystém interaguje se zdravim hostitele (napt. prispiva k ochrané organismu vici
patogeniim, zanétlivym stfevnim onemocnénim, rakoviné tlustého stfeva a dal§im). Nékteré
stievni bakterie jsou povazovany za skodlivé, jiné za ptinosné [ 1]. Mezi hlavni zdravi prospésné
bakterie se fadi skupina bakterii mlééného kvaseni, do které patii zejména rody Bifidobacterium
a Lactobacillus. Tyto dva bakteridlni rody nezahrnuji zddné vyznamné patogenni druhy, jsou
bezpecné uzivany jiz celou fadu let a jsou povazovany za GRAS (generally recognized as safe),
tedy obecné uzndvané za bezpecné. Jsou také hlavnimi obyvateli lidského stieva. Bakterie
mlééného kvaSeni se fadi do skupiny probiotickych mikroorganismi [2].

Probiotika jsou pfipravky nebo potraviny obsahujici zivé mikroorganismy, které jsou
povazovany za bezpecné pro lidské pouziti [3]. Pokud jsou podavana v odpovidajicim
mnozstvi, maji pro hostitele zdravotni piinos. Pfispivaji k udrzeni rovnovahy stievni
mikroflory, podporuji imunitni systém, snizuji krevni tlak a hladinu cholesterolu a napomahaji
lepSimu vyuziti zivin [ 1; 2]. Dale bylo zjiSténo, ze zmirfiuji intoleranci laktozy, potlacuji prijem
a snizuji symptomy drazdivého stieva [4].

2.1.1 Probiotické mikroorganismy

Mezi probiotické mikroorganismy se fadi zejména rGzné druhy bakterii. NejCastéji
pouzivanymi jsou bakterie mlécného kvaSeni, které se bézn¢ vyskytuji ve stievnim traktu.
V poslednich letech je pozornost vénovana ijinym MO, které by mohly byt vyuzity jako
potencialni probiotika, napt. kvasinky Saccharomyces, bakterie rodu Bacillus nebo bakterie
Escherichia coli, které nedisponuji mlécnym kvaSenim. Ob¢ tyto skupiny maji rtzné
mechanismy uc¢inku, jiny metabolismus a riiznou citlivost na antibiotika [2; 5].

2.1.1.1 Probiotické bakterie mlécného kvaseni

Bakterie mlécného kvaSeni jsou znamy pievazné diky jejich roli v potravinaiském pramyslu.
Jsou heterogenni skupinou mikroorganismd, které jsou schopny fermentace riznych typi Zivin
za vzniku kyseliny mlé¢né [6]. Jednd se tedy o pomérné jednoduchy metabolismus uhliku
a energie, kdy je zdroj cukru ptevadén pievazné na kyselinu mlé¢nou. To vede k okyselovani
potravinaiské suroviny, coz je hlavnim parametrem pfiuchovavani potravin. BMK dale
ptispivaji také chuti vyrobku [7; 8].

Mezi BMK patii pfevazné grampozitivni, anaerobni, nesporulujici bakterie, které jsou
tolerantni vii¢i kyselindm. Z biochemického hlediska 1ze BMK rozdélit na heterofermentativni
a homofermentativni. Druhd skupina produkuje primarné kyselinu mlécnou, kdezto prvni
skupina produkuje i dalsi vedlejsi produkty, jako oxid uhli¢ity, ethanol, kyselinu mravenci
a kyselinu octovou. Piirozen¢ se BMK mimo stievni trakt vyskytuji napiiklad v ovoci
a zelening, ve kterych mtize voln¢€ dochézet ke kvasnym procesiim [6].

Mezi probiotické bakterie mléEného kvaseni se tadi rody Lactobacillus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus a Enterococcus. V Tabulce 1 jsou
uvedeni néktefi zndmi zastupci bézné pouzivanych probiotickych mikroorganismi [2; 5].
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Tabulka 1: Probiotické mikroorganismy [2; 5; 6]

Rod Druh

Lactobacillus L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. paracasei, L. rhamnosus,

Bifidobacterium | B. bifidum, B. animalis, B. lactis, B. breve, B. longum

Enterococcus Ent. faecalis, Ent. faecium
Streptococcus S. cremoris, S. salivarius, S. intermedius, S. mutans,
Probiotické MO

dukuiici Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
neprodukujici .
Saccharomyces boulardii

kyselinu mlé¢nou

Bakterie rodu Lactobacillus jsou fakultativné anaerobni, grampozitivni, nesporulujici
tyCinky nebo koky a jsou prevazné lidského ptivodu. Existuje mnoho druhti laktobacilt, které
jsou bézné dostupné v potravinaiskych vyrobecich nebo ve farmakologickych piipravcich.

Bifidobakterie jsou, stejn¢ jako laktobacily, producenti kyseliny mlécné. Jsou striktné
anaerobni, grampozitivni a jsou taktéz prevazné lidského plvodu. Vytvaii nepravidelné
nesporulujici ty¢inky. Podavany jsou v potravinach pievazné v kombinaci s jinymi MO [9; 10].

Rod Enterococcus je taktéz lidského ptivodu a lze jej vyuzit jako probiotika v lidské strave.
Tvoti grampozitivni koky vyskytujici se v parech nebo v kratkych fetézcich [11].

Bakterie rodu Streprococcus maji sféricky nebo ovoidni tvar. Netvoii endospory, jsou
nepohyblivé, grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie a vyskytuji se po dvou nebo
v fetézcich rozmanité délky. Nékteré druhy streptokokt jsou vysoce patogenni [10].

2.1.2 Probiotické vlastnosti mikroorganismu
Skupina MO, které se fadi mezi probiotika, je rozsahla a neustéle se rozsifuje. Aby vSak mohl
byt dany mikroorganismus zafazen do skupiny probiotik, musi spliiovat urcité kritéria.

MO musi mit pfiznivy dopad na hostitele, nemél by byt patogenni, toxicky ani virulentni.
Idedlné by mél byt lidského piivodu a geneticky stabilni. V piipadé oralniho podani musi
mikroorganismus projit bez poskozeni travicim traktem, a tudiz musi byt odolny vi¢i zluci
a Zaludecnim kyselinam. DuleZitd je také schopnost adheze, kolonizace stfevniho prostiedi
a produkce antimikrobialnich latek [12]. Probiotické bakterie nekolonizuji stfevo natrvalo, ale
jen po dobu pfijimani probiotického vyrobku [13]. Probiotické kmeny nesmi pfenaSet geny pro
rezistenci k antibiotikim. Probiotikum musi byt stabilni a Zivotaschopné po celou dobu
trvanlivosti produktu. V neposledni fad¢ je dulezité také snadné podavani probiotika [9; 12;
14]. Zminéné charakteristiky jsou piehledné shrnuty na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Vlastnosti probiotickych kmenu. Upraveno dle [14].

2.1.3 Utinky probiotik na zdravi ¢lovéka

Cilem uzivani probiotik je zménit sloZeni stfevni mikrofléry, a to z potencialné skodlivého na
sloZeni, které bude pro hostitele piinosné. Prikladem muaze byt zvySeni mnoZzstvi prospésnych
bifidobakterii a laktobacilli, a naopak snizeni mnoZzstvi koliformnich bakterii a klostridii [5].

Objevuje se stale vice ditkazu, které prispivaji ve prospéch tvrzeni o piiznivych ucincich
probiotik. Zdravotni ucinky jsou specifické pro kazdy bakterialni kmen. Nekteré z nich jsou jiz
dobie zdokumentované a potvrzené, jiné vyzaduji dodatecné studie [15].

Mezi klinické ptiznaky, které mohou byt IéCeny nebo maji potencial v 1€cb¢ probiotiky, patti
akutni prijmova onemocnéni, prijmy spojené s lécbou antibiotiky, zanétliva onemocnéni stiev,
syndrom drazdivého tracniku, alergie, onemocnéni jater, rakovina, intolerance laktdzy a dalsi.
V Tabulce 2 jsou uvedeny ptiklady klinickych ucinka nékterych probiotickych kmenti [12; 15].
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Tabulka 2: Priklady klinickych ucinki nékterych probiotickych kmenii. Upraveno dle [14].

Probioticky kmen Klinicky u¢inek pro ¢lovéka

) ) Modulace stfevni mikroflory, pozitivni u¢inek na rakovinu
Lactobacillus casei e,
délozniho ¢ipku.

Snizeni poctu prijmi u déti spojenych s lé¢bou antibiotiky,
. zmirnéni pfiznakti atopické dermatitidy u déti, 1écba
Lactobacillus rhamnosus ) , or o "
a prevence rotaviru a akutnich prijmi u déti, modulace

imunitni odpovédi.

.. | Prevence prijmu spojené¢ho s lécbou antibiotiky, prevence
Saccharomyces boulardii o .\ , o
prijmu u kriticky nemocnych pacient.

Prevence prijmu u cestujicich, lécba virovych prijmi véetné
. . ) rotavirového, modulace stievni mikroflory, zmirnéni ptiznak
Bifidobacterium lactis ., .. ., ., i L,

atopické dermatitidy u déti, zlepSeni zacpy, modulace imunitni

odpovédi.

2.1.4 Principy pusobeni probiotik
Mechanismy €inkil probiotik jsou rizné a lisi se v zavislosti na bakterialnim kmenu a mistu
pusobeni [15].

Diilezitou soucasti ochranné bariéry stiev je stievni mikroflora [5]. Aby méla probiotika
piiznivy Gc¢inek na zdravi hostitele, musi byt probioticky mikroorganismus schopny adherovat
na stfevni povrch a nasledné¢ kolonizovat travici trakt. Adherentni kmeny ptetrvavaji
ve stievnim prosttedi déle, diky ¢emuz maji vyssi pravdépodobnost imunomodula¢niho uc¢inku
ve srovnani s kmeny neadherentnimi. Adheze umoziuje kontakt se stievni lymfoidni tkani,
ktera zajist'uje regulaci imunitni odpovédi [14]. Adheze probiotickych kment na stfevni epitel
muze také mimo jiné zabranit adhezi patogennich bakterii blokovanim adheznich mist [10].

Mikroorganismy pfitomné v travicim traktu zlepSuji dostupnost a stravitelnost nékterych
zivin. Bakterie mlé¢ného kvaseni uvoliuji do stfevniho prosttedi rizné vitaminy a enzymy, coz
zlepSuje traveni potravy. Vyprodukovana kyselina mléénd snizuje pH prostfedi a pfispiva tak
k inhibici patogennich kment. N¢které bakteridlni kmeny (napt. Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus) ptitomné ve fermentovanych mléénych vyrobcich mohou zmiriiovat
intoleranci laktdzy prostfednictvim enzymu laktazy, ktery dodavaji do traviciho traktu. Tento
enzym degraduje vzniklou laktozu, ¢imz dojde ke zmirnéni pfiznaki laktozové intolerance [12].

Proti patogennim bakteriim piisobi probiotika produkci antimikrobidlnich latek. Piikladem
miiZze byt produkce bakteriocint, av§ak bakteriociny inhibuji pouze blizce pfibuzné bakterialni
druhy. V soucasnosti je vSak vice pozornosti vénovano sekundarnim metabolitim, které
vykazuji $ir$i inhibi¢ni spektrum. Ptikladem takovych metabolitl mtze byt peroxid vodiku,
kyselina octova a kyselina mlécna [14].

V zépadnim svéte nartista vyskyt atopickych onemocnéni (napf. atopicka dermatitida, alergie
na potraviny). Hygienickd hypotéza spojuje tento narist se snizenym poctem infekci v raném

postupy v disledku kterych je omezena expozice ¢lovéka mikroorganismim. V tomto kontextu
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poskytuji probiotika bezpecnou alternativni mikrobidlni stimulaci, ktera je dilezitd pro spravny
vyvoj imunitniho systému [5; 15].

2.1.5 Hodnoceni bezpe¢nosti probiotik
Aby mohla byt probiotika soucasti potravinovych produktt, je nejprve nutné posoudit jejich
bezpecnost [12].

Pro vyhodnocovani bezpecnosti probiotik vyuzivanych v potravinaistvi neexistuje jednotny
standard pro cely svét. Napiiklad v USA musi mit mikroorganismus pouzitelny pro lidskou
vyzivu status GRAS vydavany tfadem Food and Drug Administration (FDA). Pro Evropu byl
ufadem European Food Safety Authority (EFSA) zpracovan koncept Qualified Presumption of
Safety (QPS, volné pteloZeno jako ,,Kvalifikovany odhad bezpecnosti*), ktery shrnuje principy
uplatiované pii posuzovani probiotickych kmeni zavadénych do potravinového fetézce.
Systém QPS je v porovnani se statutem GRAS flexibilng;si a zahrnuje vice kritérii, jako napf.
antibiotickou rezistenci, faktory virulence a dalsi [13; 16].

2.1.6 Probiotické dopliky stravy
V soucasnosti je vCR registrovano vice jak 100 druhi doplitkéi stravy obsahujici
probiotika [13].

Dopliky stravy jsou definovany v souladu s ustanovenim § 2 pism. 1) zakona ¢. 110/97 Sb.,
o potravinach a tabdakovych vyrobcich a o zméné a doplneni nékterych souvisejicich zakonii,
v aktudlnim znéni (dale jen zdkon o potravinach) ,,doplitkem stravy je potravina, jejimz ucelem
je doplnovat beznou stravu a ktera je koncentrovanym zdrojem vitaminii a minerdlnich latek
nebo dalsich latek s nutricnim nebo fyziologickym ucinkem, obsazenych v potraviné samostatné
nebo v kombinaci, urcena k primé spotrebé v malych odmeérenych mnoZstvich” [17].

Mezi nejcastéji uzivané formy probiotickych doplikii stravy patii kapsle, tobolky, zvykaci
tablety a drazé. Naopak velmi malo vyuzivané jsou suspenze, roztoky a praskové formy
probiotik. Obsah mikroorganismu je obvykle vyjadiovan jako 10" v jedné tobolce/kapsli/denni
davce. Deklarované mnozstvi organismi se pohybuje v rozpéti ¥add 107 az 10'°. Nejcastéji
zastoupenymi MO v probiotickych dopliicich stravy jsou Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum, L. rhamnosus, L. casei, B. longum, L. plantarum, L. lactis [13].

2.2 Magnetické ¢astice

Magnetické Castice si v poslednich letech ziskaly zna¢nou pozornost. Jejich magnetické
vlastnosti jsou vyuzivany v celé¢ fadé¢ medicinskych a biotechnologickych aplikaci [18].
Predstavuji jeden =z nejCastéji pouZivanych materidli v separanich metodach, napft.
pfi imobilizaci enzymi, proteini, DNA [19] a maji obrovsky potencidl pfi cilené distribuci
lé¢iv, magnetické hypertermii a magnetické rezonanci [20].

Povrch magnetickych ¢éstic 1ze funkcionalizovat, diky cemuz jsou schopny specificky nebo
nespecificky interagovat s jinymi latkami, které jsou pfedmétem zajmu. Takto vzniklé systémy
umoziiuji separaci a purifikaci sloucenin a biopolymert zroztoku plsobenim vnégjsiho
magnetické pole. Izolace a purifikace magnetickymi nosi¢i je jednoducha a rychla [21].
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Slozeni, velikost a morfologie magnetickych nosict jsou vlastnosti, které ovliviiuji jejich
vysledné chovani a Ize je prizptisobit konkrétni aplikaci [22].

2.2.1 Struktura magnetickych ¢astic

Typickou strukturou magnetického nosie je ,,jadro-skotfapka® [21]. Anorganické jadro
zajiStuje magnetické vlastnosti, diky nimz lze s ¢asticemi manipulovat pomoci externiho
magnetického pole. Jadro je obvykle potazeno polymerni vrstvou, kterd umoznuje modifikaci
a chrani nosice pred agregaci a nespecifickymi interakcemi s bunkami [23; 24].

Velikost magnetickych castic se pohybuje v mikro- a nano- métitku a primér anorganického
jédra je obvykle mensi neZ 30 nm [24]. Tato velikost jim zajiStuje prichod nejuzsimi krevnimi
cévami a bunéénymi membranami, vysokou stabilitu a velky efektivni povrch pro imobilizaci
biologicky aktivnich sloucenin. Prili§ velké ¢astice by mohly mit tendenci sedimentovat [20;
18]. Na Obrazku 2 je znazornéna struktura magnetického nosice.

Ze vSech moznych tvarti (trubka, drat, membrana, deska) je pro praktické aplikace
nejvhodnéjsi forma kulicek, a to z divodu nejlepSich tokovych vlastnosti. Tato forma umoziuje
snadnou manipulaci a v porovnani s nepravidelnymi tvary je sféricky mnohem méné
nachylnéj$i k mechanickému odéru arozpadu. Neméné¢ dilezitd je u téchto systémii také
monodisperzita, kterd poskytuje jednotné fyzikalni a chemické vlastnosti [21].

Magneticke jadro
Biokompatibilni
vrstva

Organicke raménko
Funkéni moleloula

Obrazek 2: ZjednoduSené schéma struktury magnetického nosice. Upraveno dle [25].

2.2.2 Jadro magnetickych ¢astic

Magnetické jadra mohou byt rozdélena podle chovéani v magnetickém poli do dvou skupin, a to
slabd (paramagnetickd a diamagnetickd) asilnd (feromagnetickd). Superparamagnetické
chovani mize byt popsano jako kombinace feromagnetického a paramagnetického chovani, coz
znamend, 7e Castice tohoto typu vykazuji magnetické vlastnosti v pfitomnosti vngj$iho
magnetického pole, ale v jeho nepfitomnosti je nevykazuji. To je dlivodem, pro¢ jsou Castice
v nepiitomnosti externiho magnetického pole dobie dispergovany v médiu, aniz by dochazelo
k jejich agregaci. Superparamagnetické Castice poskytuji dostatecnou odezvu na aplikované
magnetické pole a zaroven maji téméf nulovou remanenci (zbytkovou magnetizaci). Koloidni
disperze magnetickych nosict se nazyvaji ferofluidy [23; 21].
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Superparamagnetismus vykazuji nosice o velikosti 1-30 nm a toto chovani zavisi kromé
materialového slozeni také na teplot¢€ a je ovliviilovano i okolnimi ¢asticemi [21].

Jadro nosicl je nejcastéji tvofeno minerdly zeleza a magnetickymi oxidy zeleza, jako je
magnetit (Fe3O4) a maghemit (y-Fe2O3). Jsou vSak vyuzivany i dalsi oxidy kovi, napft. ferit
manganu, ferit kobaltu aj. [19]. Dal$imi materialy mohou byt ptfechodné kovy (Fe, Co, Ni),
magnetické slitiny (Sm-Co), avSak vybér materialu je znaéné¢ omezen aspekty, jako je toxicita,
a biokompatibilita. Nejvyssi saturacni magnetizaci vykazuji Cisté kovy, ale oproti tomu jsou
vysoce nachylné k oxidaci, jsou toxické a z toho divodu nejsou ptilis vyuzivané. Nevyhoda
magnetickych slitin spo¢iva v nutnosti aplikace velmi silného vnéj$iho pole, aby mohlo byt
chovani castic ovlivnéno. Oxidy kovil jsou netoxické, nekarcinogenni, chemicky stabilni,
biokompatibilni a jsou méné nadchylné k oxidaci, tudizZ mohou poskytovat stabilni magnetickou
odezvu [18; 23].

2.2.3 Povrchova uprava magnetickych ¢astic

Aby mohly byt magnetické Castice vyuzivany v biomedicinské a biotechnologické oblasti,
je nutna jejich povrchova uprava. Bez této upravy maji Castice tendenci agregovat, coz vede
ke zmén¢ jejich velikosti a ke ztraté superparamagnetického chovéani. Modifikace povrchu
pusobi proti piitazlivym silam, zvySuje stabilitu nosicl, zlepSuje biodistribuci a zvySuje
biokompatibilitu [22].

Obalova vrstva Castic mtize byt tvofena anorganickymi 1 polymernimi materidly. Polymerni
materialy lze rozd€lit na ptirodni a syntetické. Typickym piikladem syntetickych polymert jsou
polyethlenglykol (PEG) a polyvinylpyrrolidon (PVP). Mezi piirodni polymery se fadi Zelatina,
dextran, pullulan a chitosan [26]. Z dalSich materiali 1ze pro povrchovou Upravu vyuzit zlato,
oxid kiemicity, oxid hlinity, aktivni uhli aj. [18]. Nevyhodou n¢kterych materiali miize byt
jejich nizka mechanicka pevnost [27].

Pro povrchovou modifikaci jiz byla afadem FDA schvalena fada polymert, kterymi jsou
polykaprolakton (PCL), polyethylenglykol (PEG), kopolymer kyseliny mlécné a glykolové
(PLGA), polymlécna kyselina (PLA), chitosan a dextran. Tyto polymery mohou byt dale
funkcionalizovany cilen¢ pro interakci s uritymi slou¢eninami [28].

Existuji vSak 1kritické aspekty polymernich materiali, které mohou ovliviiovat chovani
systému magnetickych castic. Tyto aspekty zahrnuji chemickou strukturu polymeru (napf.
hydrofilnost/hydrofobnost), molekulovou hmotnost polymeru, délku fetézct, stupent kryti
povrchu, konformaci polymeru nebo zpiisob, jakym je fetézec zakotven na povrchu nosice [18].

2.2.4 Charakteristika magnetickych nanocastic F79/L3 — PLL

Polylysinové (PLL) nanocéstice jsou povrchové modifikované poly(L-lysinem). Byly
pfipraveny srazenim Zzeleznatych a Zelezitych soli spolu s hydroxidem amonnym. Vznikly
magnetit byl oxidovan roztokem chlornanu sodného na maghemit. Na zavér byl pfidan vodny
roztok poly(L-lysinu). Index polydisperzity téchto nanocastic je 1,30. Povlak primérniho
koloidniho oxidu Zeleza s PLL nezménil velikost ani morfologii ¢astic (Obrazek 3) [29].
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Obrazek 3: TEM snimek a) nanocastic oxidu Zeleza, b) nanoc¢astic oxidu Zeleza modifikovanych

poly(L-lysinem) [29].

2.2.5 Vyuziti magnetickych castic v biotechnologii

Diky moznosti funkcionalizace povrchu jsou dnes magnetické Castice velice atraktivni v celé
fad¢ oblasti (biochemie, ochrana Zivotniho prostiedi, molekuldrni diagnostika, analyticka
chemie, biotechnologie, aj.).

Nejcastéji jsou nosiCe vyuzivany pro zakoncentrovani, izolaci, purifikaci a imobilizaci
analytu, pfi¢emz jsou vSechny tyto procesy provadény piimo v komplexnich vzorcich. To dava
magnetickym ¢asticim vyhodu oproti jinym separacnim metodam, nebot’ vzorky nemusi byt
pted pouzitim specidlné upravovany. Vyhodou je také snadnd a reprodukovatelna manipulace
se vzorky [19].

Separace pomoci magnetickych nosi¢ii je vyuzivdna pro slou€eniny, které jsou v analytu
zastoupeny v malych mnoZstvich. Je zaloZena na rozdilné afinité cilovych molekul k ¢asticim
a k jejich okoli. Funkcionalizované ¢astice jsou na urcity Cas inkubovany spolu se vzorkem
cilovych molekul. Tyto molekuly se postupné navdZou na povrchové skupiny a utvofeny
komplex lze dale separovat za pouziti vnéjStho magnetického pole (viz. Obrazek 4) [30].
Nevyhodou pfi téchto izolacich miiZe byt fakt, Ze spolu s cilovymi molekulami dochazi mnohdy
také k navazani jinych nezadoucich molekul (napt. spolu s DNA byva separovana také RNA
nebo proteiny) [31].
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Obrazek 4: Princip separace pomoci magnetickych ¢astic. Upraveno dle [30].

Izolace a purifikace DNA je dilezitym krokem pro moznost dal§i prace s nukleovymi
kyselinami, nebot’ nukleové kyseliny se nachéazi v biologickém materialu s celou fadou jinych
latek a biomolekul. Vysoka Cistota a kvalita izolované¢ DNA je nezbytna také pro amplifikaci
DNA metodou polymerazové fetézové reakce [23].

2.3 Identifikace mikrobidlniho sloZeni

Aby byla zajisténa bezpecnost a kvalita potravin obsahujicich MO, je nutné znat slozeni
mikrobialni komunity. V soucasnosti je kladen stale vétsi diiraz na identifikaci a kvantifikaci
deklarovanych mikroorganismii. Klasické kultivatni metody pro studium MO jsou casové
naro¢né a Casto nedokazi charakterizovat mensi populace v silném nartstu doprovodné
mikroflory. V dasledku téchto omezeni byly vyvinuty metody, které nevyzaduji kultivaci. Tyto
metody jsou zalozeny na amplifikaci specifickych tseki DNA polymerazovou fetézovou
reakci, coz umoziuje studium a identifikaci mikroorganismi v danych ekosystémech [32].

2.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Polymerazovou fetézovou reakci zavedl v roce 1985 Kary B. Mullis [33] a v soucasnosti patii
mezi nejvyuzivanéjs$i molekularné diagnostické metody [27].

Principem PCR je replikace nukleovych kyselin [33]. Jedna se o enzymovou metodu, ktera
slouzi k rychlé syntéze velkého mnozstvi definovaného useku DNA in vitro. Diky vysoké
citlivosti Ize detekovat jiz velmi mald mnozstvi nukleovych kyselin ve vzorku [34]. V pribéhu
PCR dochazi k cyklicky se opakujici syntéze vybraného useku DNA, pfi¢emz velikost
amplifikovaného (pomnozeného) tseku ohranicuji dva oligonukleotidy (primery). Reakce je
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katalyzovana DNA dependentnim enzymem (nejcastéji 7ag DNA-polymerazou izolovanou
z termofilni bakterie Thermus aquaticus) [27; 33]. Cely proces probihd v jediné
mikrozkumavce, ve které je DNA smichana s komponentami potfebnymi pro danou reakci.
Mikrozkumavka je nasledn¢ vlozena do termalniho cykleru (thermocycler), coz je zatizeni,
které umoziuje inkubovani smési pti riznych teplotach dle zadaného programu [35].

PCR nachazi uplatnéni napt. pifi charakterizaci genii, prenatdlni diagnostice dédi¢nych
chorob, detekci infekénich mikroorganismii a vird v potravinach, vodé a pude¢, pripraveé velkého
mnozstvi templatu (vzoru) pro sekvenovani apod. [34].

2.4.1 Komponenty PCR smési
Aby mohla reakce spravné prob€hnout, musi kazda PCR smés obsahovat pfislusné
komponenty:

e DNA matrice — makromolekula izolované DNA obsahujici cilovou sekvenci. Jako zdroj
nukleovych kyselin jsou pouzivany riizné biologické materidly (télni tekutiny, kultury
mikroorganismt, extrakty z krve apod.). Z divodu vysoké citlivosti metody je vhodné
nejprve provést extrakcei vzorkli. Pozornost by méla byt vénovdna moznym necistotam,
které by mohly inhibovat enzym Tag DNA-polymeréazu (napt. vysoka koncentrace soli,
detergenty, komponenty Cervenych krvinek). Vzhledem k tomu, Zze pro PCR je potteba
jen velmi malé mnozstvi templatové DNA, lze tyto neCistoty ve vétSing piipad
eliminovat dostate¢nym nafedénim vzorku [33].

e Primery — ohraniCuji v reakci piesny isek DNA, ktery ma byt amplifikovan. Jsou to dva
kratké syntetické oligonukleotidy s definovanou sekvenci, kterd je komplementarni
k okrajovym sekvencim vybraného DNA useku [36]. Vhodna sekvence a koncentrace
primeri je rozhodujicim parametrem o uspésném vysledku. Jsou navrhovany tak, aby
byly slozeny z 18-24 nukleotidli, neobsahovaly sekundérni strukturu, nebyly vzajemné
komplementarni, mély vyvazeny pomér G/C a A/T parii a aby mély podobnou teplotu
tani (cca 55-65 °C) [34].

e 2’-deoxynukleotid-5’-trifosfaty (dNTP) — jsou stavebnimi kameny, které slouzi
k syntéze piislusného PCR produktu. Smés dNTP obsahuje ekvimolarni mnozstvi
dATP, dCTP, dGTP, dTTP [37].

e DNA-polymeraza — je klicovym enzymem, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy
dohromady za vzniku PCR produktu [36]. Tento enzym musi byt termostabilni, nebot’
jednim z krok v pribehu reakce je denaturace DNA, tzn. rozvolnéni komplementarnich
vlaken templatu za vysoké teploty (cca 95 °C). NejCastéji pouzivanou je Tagq
DNA-polymeraza, kterd ma teplotni optimum pii 75 °C a polocas inaktivace je zhruba
40 min pfi teploté 95 °C. Tento enzym mé 5'— 3’ polymerdzovou aktivitu [34].

e PCR pufr — ma za kol vytvofit stalé¢ a optimalni prostfedi pro danou reakci. SloZeni se
miiZe liSit v zavislosti na typu pouZzitého pufru [37]. Jeho nejdilezitéjsi slozkou jsou
Mg** ionty, které tvoti s jednotlivymi dNTP rozpustny komplex rozpoznivany
DNA-polymerazou. Tyto ionty vSak interaguji také s jinymi sloZkami smési, je proto
nutné optimalizovat jejich koncentraci pro kazdou aplikaci [33].

e PCR voda — pouzivé se v ptipadé potieby pro doplnéni reakéni smési na pozadovany
objem [37].
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2.4.2 Pribéh polymerazové retézové reakce

V priibéhu PCR se v zavislosti na teplot¢ reakéni smési stiidaji opakovcané ti déje:

1.

Denaturace molekul DNA (94 °C):

Vlivem zvysSené teploty dochazi k rozruseni vodikovych mistkt, které pfispivaji
ke stabilizaci dvousroubovicové struktury DNA. Nasledné ztraci molekula svou
ptirozenou struktura, fetézce se od sebe oddéli a zaujmou konformaci ndhodného
klubka. Teplota, pti které dochazi k denaturaci se nazyva teplota tani (Tm) a je zavisla
zejména na obsahu guaninu (G) a cytosinu (C). Tyto dvé baze jsou vazany tremi
vodikovymi mistky a jsou tepelné stabiln€jsi na rozdil od adeninu (A) a thyminu (T),
které jsou vazadny pouze dvéma vodikovymi mistky. Se zvySujicim se obsahem
cytosinu a guaninu roste tedy 1 teplota potiebna k denaturaci [34]. Pocatecni a kone¢na
denaturace je prodlouzena a trvad 2—5 minut, aby doSlo ke kompletnimu rozvolnéni
dvousroubovice a nedochazelo k renaturaci molekul DNA a nespecifickym vazbam
primerd. Ve zbylych cyklech je doba trvani denaturace pouze 15-45 s [33].

Ptipojeni primert k rozvolnénym fetézcim DNA (50-68 °C):

Ve druhém kroku je reak¢ni smés ochlazena na teplotu potfebnou pro nasednuti primert
na specifickd mista fetézci DNA. Tento dé& obvykle trva 30-60 s aje nazyvan
hybridizaci primert. Teplota potfebna pro hybridizaci zavisi na délce oligonukleotidi
a na zastoupeni A-T a G-C part [33; 34].

Syntéza novych fetézcit DNA (65-75 °C):

Ve tretim kroku je teplota reakéni smési zvySena na teplotu, kterd je optimalni pro
aktivitu pouzité polymerdazy. DNA-polymerdza ptipojuje jednotlivé deoxynukleotidy
k jednomu konci kazdého primeru podle komplementarity bazi a syntetizuje tak nova
vlakna DNA [35]. Deoxynukleotidy jsou pfipojovany ve sméru 5'— 3, piicemz tato
faze trva 60—120 s [37].

Vyse popsané kroky se pravidelné opakuji, ¢imz dochéazi k amplifikaci DNA. Nov¢ vzniklé

fragmenty slouzi jako templat pro dalsi cyklus PCR. Mnozstvi vznikajicich molekul roste

exponencialné¢ (2", n — pocet cykll) a vznikd az miliarda kopii vybraného useku DNA.
Optimalni pocet cykli zavisi na vychozi koncentraci templatu, zpravidla se vSak pohybuje

v rozmezi 25-35 cykli. Prili§ vysoky pocet cyklii vede ke vzniku nespecifickych produktiit PCR

a ke snizeni G¢innosti polymerazy [33].

Jednotlivé kroky jsou schematicky zndzornény na Obrazku 5.
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Obrazek 5: Schéma pribéhu polymerazové retézové reakce. Upraveno dle [38].

Vyslednym produktem polymerazové tfetézové reakce jsou tzv. amplikony — useky DNA
definované délky o velikosti obvykle desitky az tisice bp. Jejich pfitomnost v reakéni smési
se prokazuje elektroforézou v agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu, kdy jsou fragmenty
DNA v elektrickém poli separovany v zavislosti na jejich velikosti. Pro posouzeni velikosti
jednotlivych fragment se vyuzivaji DNA standardy (komeréné dostupné smési fragmentt
DNA definovanych velikosti). Pro vizualizaci je gel nasledné barven interkala¢nimi Cinidly,
kterd se vazou do dvouSroubovice DNA anasledné¢ po ozafeni UV svétlem fluoreskuji.
Z intenzity fluorescence pak lze odhadovat koncentraci PCR produktd. Kvantifikace
a vyhodnoceni vysledku je touto metodou zdlouhavé, obtizné a Casto nepiesné [33; 34].

2.5 PCR v realném case (real-time PCR)

Real-time PCR neboli kvantitativni polymerazova fetézova reakce (qPCR) je moderni metoda
molekularni biologie umoznujici rychlou, citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci
specifického tiseku DNA [39].

Je odvozena od konvencni PCR, avSak vznikajici produkty jsou detekovany ptimo v pribéhu
reakce, tzn. v redlném Case [40; 41]. Vyhodou qPCR oproti klasické PCR je tedy moZnost
presného stanoveni vychoziho poctu kopii cilové templatové sekvence DNA, dale vysoka
specifita, rychlost a moZnost automatizace procesu [27; 39].
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Principem metody je sledovani prubéhu polymerazové fetézové reakce ptimo béhem reakce,
ato diky vyuziti fluorescencnich sond ¢i interkalacnich barviv, které umoziuji detekovat
vznikajici PCR produkty v redlném case [39]. ZvySeni fluorescenéniho signalu je pfimo umérné
mnozstvi amplikonid vznikajicich v prubéhu reakce a fluorescence je méfena béhem kazdého
cyklu [40]. Sondy jsou navrzeny tak, aby hybridizovaly s templatem mezi dvéma primery.
Pouziti sond oznacenych riznymi barvivy umoznuje soucasnou detekci a kvantifikaci vice
cilovych tsekl v jedné tzv. multiplexni reakci [42].

Zpusob identifikace vznikajicich amplikont lze rozdélit do tii skupin:

1. Interkala¢ni barviva vazajici se do struktury dvousroubovice (SYBR Green 1,
LC Green, SYTO 9).

2. Fluorescencné znacené sondy vazajici se na stiedni ¢ast amplifikované¢ho produktu
(TagMan, Molecular beacons).

3. Fluorescencéné znacené primery (Amplifluor, Scorpions) [27; 33].

Nejjednodussi moznosti je vyuziti interkala¢nich fluorescencnich barviv, kterd se vazou
do dvousSroubovice DNA. Barvivo voln¢ rozptylen¢ v PCR smési emituje minimalni zafeni.
K zesileni fluorescen¢niho signidlu dochdzi mnohonasobné (az 1000x vyssi signal) jakmile
dojde k vmezefeni barviva do struktury DNA vzniklé po hybridizaci primeru a syntéze
komplementarniho fetézce. Nevyhodou fluorescencnich interkalacnich barviv je nemoznost
rozliSeni specifickych a nespecifickych produktt a také je nelze pouzit v ptipadé multiplexnich
reakci, které umoznuji detekci nékolika riznych usekli nukleovych kyselin v jedné reakci.
Vyhodou je jejich nizké finan¢ni narocnost [27].

Fluorescencné znacené sondy jsou komplementarni k jednomu vlaknu templatové DNA,
piicemz maji asi o 10 °C vyss$i hodnotu teploty tani, nez je Tm pouZzitych primeri. Sondy jsou
vysoce specifické a omezuji detekci nespecifickych produktt [33]. Na 5°-konci maji navazanou
fluorescencni latku a na 3’-konci obsahuji zhase¢ fluorescence. V intaktni formé¢ je zhasec
v blizkosti fluorochromu, absorbuje vyzatrenou fluorescenci a ta je nemétitelna. Pri syntéze
komplementarnich vldken dochazi vlivem polymerazy k hydrolyze sondy, separaci zhasece
od fluorescen¢ni molekuly a tim k nartistu fluorescencniho signalu [40].

Slozeni smési pro real-time PCR je stejné jako v pfipadé konven¢ni polymerazové fetézové
reakce, 1i$i se pouze v pfitomnosti fluorescencni latky [39].

2.5.1 Princip kvantifikace produktu real-time PCR
Kvantifikace se provadi prostiednictvim matematické analyzy tzv. amplifikac¢nich kiivek, které
vzniknou vynesenim nameétfené fluorescence oproti piisluSnému cyklu. Tvar typické
amplifika¢ni kfivky je esovity a lze ji rozdélit na 3 zakladni ¢asti (Obrazek 6) [39]:
1. Féaze pozadi (baseline) — koncentrace amplikonu je nizka, nedochdzi k vyraznému
nartstu fluorescence [40].
2. Exponencidlni faze — tato faze trva asi 4-8 cykll, dochazi k exponencidlnimu naristu
mnozstvi produktu a tim i fluorescen¢niho signalu.
3. ,Plato” faze — v této fazi dochdzi k nasyceni systému a mnozstvi amplifikovaného
produktu se dale neméni. Fluorescencni signdl je konstantni [39].
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Obrazek 6: Typicka amplifika¢ni kifivka. Upraveno dle [39].

V pocatecnich cyklech reakce tedy intenzita fluorescence dosahuje minimalnich hodnot.
Jakmile dojde ke zvySeni signalu nad tzv. prahovou hodnotu, zacind se hromadit PCR produkt.
Hodnota C; (treshold cycle) vyjadiuje ¢islo cyklu, kdy intenzita fluorescence vzrostla
nad prahovou hodnotu. Cim vy$§i je poGateéni koncentrace molekul DNA ve vzorku, tim diive

vV

v exponencialni fazi a jeho vyhodou je dobré reprodukovatelnost.

Metoda absolutni kvantifikace je vyuzivana pii detekci specifickych molekul DNA.
Je zalozena na stanoveni piesného poctu kopii templatu ve vzorku a vychdzi z linearniho vztahu
mezi logaritmem pocatecniho mnozstvi templatovych kopii (No) a C; hodnoty ptislusné
amplifika¢ni kiivky [39; 40].

Kalibracni pfimka ziskana amplifikaci série standardi o zndmé koncentraci slouzi pro urceni
efektivity a pfesnosti reakce.

e Reak¢ni ucinnost (efficiency) je stanovovana ze sklonu kalibra¢nich kiivek (slope)
dle rovnice (2.5.1.1). V ptipadé 100% ucinné reakce je vkazdém cyklu narist
fluorescence zdvojndsoben asklon kifivky (M) bude mit hodnotu -3,333,
viz. rovnice (2.5.1.2). Optimdlni hodnota sklonu kiivek se nachazi v rozmezi -3,9
az -3,0 a to odpovidé uc¢innosti reakce 80—100%.

Efficiency = 10151009 _] (2.5.1.1)

Efficiency = 100% = 10¢1-3333) _1 (2.5.1.2)

e Korela¢ni koeficient (R?) je métitkem presnosti reakce. Vysledky nelze povaZovat
za spolehlivé v piipadé, ze R? < 0,985 [39].

2.6 VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM)
Analyza kiivek tani je metoda vyuzivana ke zjisténi nukleotidového sloZeni produktu
po skonceni qPCR. Oproti konvenéni analyze kiivek tani vykazuje vysokorozliSovaci analyza
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kiivek tani mnohem vyssi citlivost. Je zalozena na postupném zvySovani teploty po poslednim
cyklu PCR [39]. Tato metoda je velice rychld, citlivda aje schopna zachytit jedno-
i vicenukleotidové zadmény v DNA. HRM sleduje malé rozdily v profilech kiivek tani
a hodnotach teplot tani analyzovanych vzorkii [43]. Pomoci této metody je také mozné
identifikovat nespecifické produkty PCR nebo dimery primerti [44].

HRM analyza vyuzivd pln€¢ saturacniho fluorescenéniho barviva (napt. SYTO 9).
To znamend, Ze dochézi k plné saturaci vSech mist na dvoufetézcovych molekulach DNA, coz
zajistuje maximalni fluorescencni signdl [39]. Pokud barvivo neni vazano ve dvousroubovici
poskytuje velmi nizky fluorescencni signal [45].

Po poslednim cyklu polymerazové fetézové reakce je reakéni smés postupné zahiivana
(s citlivosti 0,1 °C/2 s) na teplotu vysSi, nez je predpokladana teplota tani daného PCR
produktu. S rostouci teplotou dochazi k denaturaci dvoutetézcové struktury DNA, dokud
nejsou fetézce zcela oddéleny. V disledku denaturace DNA dochazi k uvolnéni
fluorescencniho barviva a poklesu intenzity fluorescence, coz je zaznamenavano.

Zavislost klesajiciho fluorescencniho signalu na zvysujici se teploté se nazyva kiivka tani.
Z iflexniho bodu kiivky tani lze urcit teplotu tani (Tm) daného amplikonu. To je teplota, pfi
které dojde k rozvolnéni pravé poloviny z celkového mnozstvi dvouietézcové DNA (dsDNA).
Teplota tani je ovlivnéna fadou faktorti a v diisledku toho vykazuji rizné molekuly dsDNA
rtiznou teplotu tani. Nejvyznamnéjsimi faktory jsou délka amplikonu a obsah GC vazeb. Cim
vys§i je obsah GC parti bazi, tim vyssi je teplota tdni dané molekuly DNA. T, je tedy specificka
pro kazdy PCR produkt.

Pomoci analyzy kiivek tani lze odlisit nejen jednotlivé specifické produkty, ale 1 specifické
produkty od produktti nespecifickych. Nespecifické produkty se lisi jak teplotou tani, tak
1 prubéhem kiivky tani. Kiivka tani nespecifickych produktii obsahuje obvykle vice vrchola,
kdezto kiivka produktti specifickych vykazuje jeden vrchol (Obrazek 7) [39].

Derivaci kiivky tani se ziska pik, ze kterého Ize taktéz odecist teplotu tani. Tohoto piistupu
se vyuziva predevsim pii analyze smésné DNA, kdy jsou porovnavany kiivky tani kontrolnich
a neznamych vzorku [46].

Kiivka tani Derivace kitvky tani
v © specifické
5 5 nespecifické produlty
7 2 | produkty -
= 5 N :
i i |
3] 3]
g i )
k= 8 :

teplota T teplota

Obrizek 7: Analyza kiivky tani. Upraveno dle [39].

Pro lepsi prehlednost grafu se obvykle kiivka tani prevadi na normalizovanou kiivku tani,
kdy osa normalizované fluorescence nabyva hodnot od 0 do 1. Hodnoté 1 odpovida pocatek
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tani a hodnot¢ 0 konec tani (viz. Obrazek 8). Po této upraveé jsou rozdily v kiivkach tani vidét
zietelnéji [46].
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Obrazek 8: Normalizovana kiivka tani. Upraveno dle [44].
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe na zadané téma.

Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na izolaci nukleovych kyselin pomoci 3 izola¢nich
metod, a to komer¢niho kitu, fenolové extrakce a magnetickych ¢astic. Nasledné bylo cilem
prace vyhodnoceni kvality izolované DNA s ohledem na Cistotu a mnozstvi a na zavér vyuziti
metody PCR-HRM za ucelem rozliSeni bakteridlnich kment patficich do skupiny
Lactobacillus.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Probiotické vyrobky

Testované probiotické vyrobky (probiotické tablety) pouzité pro izolaci DNA byly zakoupeny

v komer¢ni siti. Seznam a charakteristika vyrobku je uvedena v Tabulce 3.

Tabulka 3: Seznam a charakteristika pouZitych vyrobki

) ] Deklarované
, i Mikroorganismy ., L,
Nazev Vyrobce L, mnozstvi KTJ na | Pomocné latky Forma
deklarované vyrobcem
1 tabletu/tobolku
dextroza,
mikrokrystalicka
L. acidophilus (LA-5), celuldza,
Linex® Forte Sandoz s.t.0. B. animalis ssp. lactis 2x10° bramborovy tobolka
(BB-12) Skrob, stearan
hote¢naty, inulin,
oligosacharidy
B. bifidum,
B. breve,
B. longum,
L. acidophilus,
Bi 0 L. casei, fruktooligosacha-
iopron
P . Valosun a.s. L. plantarum, 10 x 10° ridy, zelatina, tobolka
premium i
L. rhamnosus, barvivo E171
Lactococcus lactis ssp.
lactis,
Streptococcus
thermophilus
Pediococcus acidolactici,
L. helveticus,
L. plantarum, inulin, selen,
GS Green-Swan B. longum, stear.an .horéc.naty,
. . L. rhamnosus, 9 oxid titanicity,
Laktobacily | Pharmaceuticals i ) 10,5x 10 o . tobolka
L. casei ssp. paracasei, zelatina, kyselina
Forte 21 CR,a.s ’
Streptococcus askorbova,
thermophilus maltodextrin
B. infantis,

B. bifidum




4.1.2 Bakterialni kultury

Bakteridlni kultury pouzité v praci jako pozitivni kontroly (viz. Tabulka 4) byly ziskany
z Ceské sbirky mikroorganismti, Brno, CR (Czech Collection of Microorganisms, CCM)
a poskytnuty vedoucim prace doc. Mgr. Vaclavem Brazdou, Ph.D.

Tabulka 4: Cisté bakterialni kultury

Bakterialni kultura

Lactobacillus casei 70887

Lactobacillus plantarum 70397

Lactobacillus rhamnosus 18237

Lactobacillus casei 4798

Lactobacillus paracasei 1753"
Lactobacillus acidophilus 4833

Q| DN W N -

4.1.3 Chemikalie
e Agar6za pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
e Destilovani voda (FCH VUT, Brno, CR)
e DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)
e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
e Fenol (Lachema, Brno, CR)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Chloroform (Penta, Chrudim, CR)
e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)
e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)
e MRS agarem (Sigma-Aldrich, USA)
e MRS médium (de Mann, Rogosa, Sharpe) (Sigma-Aldrich, USA)
e Nanéseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)
e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)
e Polyethylen glykol (PEG 6000) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Proteindza K (Serva, Heidelberg, SRN)
e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Serva, Heidelberg, SRN)
e UltraClean®Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, Inc.),
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4.1.4 Roztoky

4.1.4.1 Roztoky

Lyzaéni pufr A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)

Lyza¢ni pufr B (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0; 3 mg/ml lysozymu)
TBE pufr (54 g Tris-HCL, 27,5 g H3BO3, 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0, doplnéno na 1 1
destilovanou vodou, pted pouzitim desetkrat nafedéno)

TE pufr (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0, destilovana voda)

Tris-HCI (1 M: 12,1 g Tris-baze, doplnéno na 100 ml destilovanou vodou, upraveno
HCl na pH 7,8)

4.1.5 Magnetické nosice

Pro izolaci DNA byl pouzit 1 typ magnetickych nosicli, jehoZ charakteristika je uvedena
v Tabulce 5. Magnetické nosice oznacené jako F79/L3-PLL byly syntetizovany Ing. Danielem
Horakem, CSc. na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze.

Tabulka 5: Vlastnosti pouZitych nosici

v, .. Fe Prumér | Koncentrace -NH:
Castice N PDI

(%hm.) nosice (mg/ml) (mM/g)
F79/L3-PLL 69,80 6,20 nm 0,10 1,37 0,28

Legenda: Fe (%) je hmotnostni obsah Zeleza v magnetické castici, PDI je index polydispersity (pomer

hmotnosti a poctu nosicii prumerné velikosti).

4.1.6 Pristroje a pomiicky

Azure c200 Gel Imaging Workstation (Azure biosystems)

Bézné laboratorni sklo, kovové a plastové pomiicky

Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)
Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Exikator typ N 86 KN. 18 (KNF NeubergerLabport, Freiburg, SRN)
Inkubaéni box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
Laboratorni vahy (Kern&Sohn, Némecko)

LightCycler® Nano Instrument (Roche, Basel, Svycarsko)

Magneticky separator InvitrogenTM (InvitrogenDyal AS, Oslo, Norsko)
Mikropipety Pipette (Labnet international, Inc., USA)

Mikropipety Discovery HTL (Discover HTL, VarSava, Polsko)
Mikrovinné trouba PROLINE SM117

Minilncubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
NanoDrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)
Transilluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA)

Zatizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)
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e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

4.1.7 Komponenty pro PCR

e gPCR 2x SYTO 9 Master Mix (2krat koncentrovany 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C),
40 mM (NH4)2SO4, 5 mM MgClh, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 pM dGTP,
400 uM dTTP, Taq DNA polymeraza (50 U/ml), monoklondlni protilatka anti-Taq,
SYTO-9, stabilizatory a aditiva), (TopBio, Praha, CR)

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR, Elisabeth Pharmacon,
Brno, CR),
pozn.: specifikace pouzitych primeri jsou uvedeny v Tabulce 6 a Tabulce 7.

Tabulka 6: Specifikace primeri pouZitych pro PCR v realném case

Velikost
. . . . o s PCR
Specificka PCR Primer Sekvence primeru (5-3") . | Reference
produktu
(bp)
F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT
Doména Bacteria R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA 466 [47]
—u ATC CTG TT
CTC AAA ACT AAA CAA AGT
LbLMAI1-rev
Rod Lactobacillus TTC 250 [48]
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
Pbi F1 CCGGAATAGCTCC
Rod Bifidobacterium - 914 [49]
Pbi R2 GACCATGCACCACCTGTGAA
F IS ACA TCA GTG TAT TGC TTG
aca
Druh Lactobacillus |~ ~ TCA GTG AAT AC “ .
paracasei CCT GCG GGT ACT GAG ATG
R paca IS
TTTC
Druh Lactobacillus Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT 400 (50: 51]
plantarum PlanlII TTACCTAACGGTAAATGCGA 200 ’
Druh Lactobacillus Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G 400 [50]
rhamnosus Rhall GCG ATG CGA ATT TCT ATT ATT 200
Druh Lactobacillus Aci 16SI AGCTGAACCAACAGATTCAC 250 [50]
acidophilus Aci 16SII ACTACCAGGGTATCTAATCC
. IS CTA TAA GTA AGC TTT GAT
case
Druh Lactobacillus - - CCGGAGATTT 132 (47
casei R IS CTT CCT GCG GGT ACT GAG
a
oA ATG T
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Tabulka 7: Specifikace primert pouzitych pro PCR-HRM

Primer Sekvence primeri (5°-3") Reference
V1F-HRM CCT AAT ACA TGC AAG TCG AACG (52]
VIR-HRM GGT TAC CCA CGT GTT ACT CAC C
CHAU-V3F CTC TGT TGT TAG GGA AGA ACA AGT

CHAU-V3R GCT TTC TGG TTA GGT ACC GTC AAG GT (53]
CHAU-V6F AAC CTT ACC AGG TCT TGA CAT CC
CHAU-V6R AGC TGA CGA CAA CCA TGC ACC

LACI AGC AGT AGG GAA TCT TCC A [54]

LAC2 ATT TCA CCG CTA CAC ATG [54; 55]

LAC4 AGG CAG CAG TAG GGA ATC TTC [55]

P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC
P2V1 TTC CCC ACG CGT TAC TCA CC [56]
poxcDNAFw CAGACGCAATGATCAAGGTG
poxPromRVC AATGCGCCCACTTCTTCATG [57]
poxPromRVT AATGCGCCTACTTCTTCATG
4.2 Metody

Uvedené postupy byly s upravami provadény dle prace Spanova a Rittich [37].

4.2.1 Priprava ristového média

MRS médium (de Mann, Rogosa, Sharpe) (Sigma-Aldrich, USA) bylo ptipraveno podle
navodu vyrobce uvedeného na obalu. Médium bylo nasledné vysterilizovano v autoklavu
pii 121 °C po dobu 20 minut.

4.2.2 Ozivovani a uchovavani bakterialnich kultur
Zmrazené bakterialni kultury (Tabulka 4) byly naockovany do 10 ml tekutétho MRS média.
Kultivace probihala ve zkumavkach pti teploté 37 °C po dobu 48 hodin. Nésledn¢ byly kultury
pteockovany (1% inokulum) a dale kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin. Kultury
byly nasledné skladovany pfi teploté 4 °C.

Za ucelem ovéfeni Cistoty bakteridlnich kultur byl proveden kiizovy roztér na pevném MRS
médiu. Po 48 hodinach kultivace byla provedena kontrola nartistu kolonii.
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4.2.3 Priprava hrubych lyzati bakterialnich bunék

4.2.3.1 Priprava hrubého lyzatu bunék z bakteridalnich kultur

Hrubé lyzaty bunck byly pfipraveny z 1 ml bakteridlni kultury pfipravené kultivaci v MRS
mediu. 1 ml bakteridlni kultury byl centrifugovan pti 14 000 ot/min po dobu 3 minut.
Supernatant byl slit a sediment byl nasledné rozsuspendovan v 1 ml lyza¢niho pufru A.
Suspenze byla centrifugovana pii 14 000 ot/min po dobu 3 minut. Po centrifugaci byl
supernatant slit. K sedimentu bylo pfidano 500 pl lyza¢niho pufru B a sediment byl dokonale
rozsuspendovan. Vzorky byly inkubovéany 1 hodinu pfti laboratorni teploté. K suspenzi bylo
nasledné pridano 25 pl 10% SDS a 5 ul proteinasy K (100 pug/ml) a vzorky byly inkubovany
pti 55 °C po dobu 24 hodin.

4.2.3.2 Priprava hrubého lyzdtu bunék z probiotickych vyrobkii

Hrubé lyzaty potravinovych dopliki stravy (Tabulka 3) byly pfipraveny z probiotické
tablety/tobolky, kdy 1 tobolka byla roziiznuta skalpelem a jeji obsah byl pteveden do sterilni
zkumavky. Nasledné byl pfidan 1 ml lyzacniho pufru B a smés byla dikladné promichéna.
Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pfti laboratorni teploté. K suspenzi bylo nésledné ptfidano
25 ul 10% SDS a 5 ul proteinasy K (100 pug/ml) a vzorky byly inkubovany pii 55 °C po dobu
24 hodin.

4.2.4 I1zolace DNA z hrubych lyzati

4.2.4.1 Izolace DNA metodou fenolové extrakce a sraZeni DNA ethanolem
K 500 pl hrubého lyzatu bun€k bylo piidano 500 ul fenolu (piedestilovaného; pH 7,8). Smés
byla opatrn¢ kyvavym pohybem promichavana po dobu 4 minut. Po centrifugaci
(10 000 ot/3 min) byla odebrana vodni faze obsahujici DNA. K vodni fazi s DNA bylo ptidano
700 pul smési chloroform-isoamylalkohol (CIZ, 24:1) a smés byla opét kyvavym pohybem
promichdvana po dobu 4 minut. Nasledné byla smés centrifugovana (10 000 ot/3 min)
a po centrifugaci byla odebrana vodni fdze do ¢isté mikrozkumavky.

Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodné¢ho, smés byla promichdna
a po promichani byl pfidan 2,5nasobek objemu 96% ethanolu. Obsah mikrozkumavky byl
dikladné promichan a DNA byla srdZzena pti -20 °C po dobu 30 minut [58]. Po srazeni
ethanolem byla smés centrifugovana (14 000 ot/15 min). Sediment byl nasledné¢ vysuSen
a DNA byla poté rozpusténa v 50 pl TE pufru (pH 7,8).

4.2.4.2 Izolace DNA komercnim kitem

Izolace DNA z hrubych lyzati bunék bakteridlnich kultur a redlnych vzorl (potravinovych
dopliki stravy) byla provedena pomoci komeréniho izola¢niho kitu QIAamp DNA Stool Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Némecko) dle doporuceni vyrobce.
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4.2.4.3 Izolace DNA pomoci magnetickych nosici

Jednotlivé komponenty separacni smési byly smichany podle Tabulky 8 v uvedeném poftadi.
Vysledna koncentrace PEG 6 000 ve smési byla 16% (hm), NaCl 2M. Po smichani komponent
byly smési inkubovany pfilaboratorni teplot¢ po dobu 15 minut. Smési byly umistény
do magnetického separatoru na 5 minut pii laboratorni teploté, kdy doslo k separaci
magnetickych nosicli s navazanou DNA. Nasledné byl odebran supernatant a z magnetického
separatoru byl vyjmut magneticky pas. Magnetické ¢astice byly promyty 500 pl 70% ethanolu
a odseparovany v magnetickém separatoru. FEthanol byl odpipetovan a Eppendorfovy
zkumavky spolu s ¢asticemi byly umistény do exsikéatoru na vysuSeni. Adsorbovana DNA byla
z magnetickych ¢astic eluovana do 50 pl TE pufru (pH 7,8) pti laboratorni teploté. Magnetické
nosic¢e byly po 24 hodinach odseparovany v magnetickém separatoru a roztok s DNA byl
odebran do cistych Eppendorfovych zkumavek.

Tabulka 8: SloZeni separac¢ni smési

Slozka Objem (ul)
5 M NaCl 200
2 DNA 50
40% PEG 6000 200
Magneticky nosic
4 (2; 0,1 mg/ml) 50
Celkem 500

4.2.5 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena za pouziti pfistroje NanoDrop 2000c¢
(Thermo Scientific), na kterém lze métit velmi malé objemy vzorku (ul). Méfeny objem vzorku
DNA byl 2 ul. Pristroj byl kalibrovan za pouziti TE pufru (2 ul). Absorbance vzorku byla
meétfena pii vinovych délkach 230 nm (absorpéni maximum pro fenol), 260 nm (absorp¢ni
maximum pro nukleové kyseliny) a pti 280 nm (absorpéni maximum pro proteiny). Cistota
izolované¢ DNA byla stanovena z poméru absorbanci pii 260 nm a 280 nm (Az60/A280) [59].
Pomér absorbanci ¢isté DNA se pohybuje v rozmezi 1,8-2,0 [37].

4.2.6 Amplifikace DNA

4.2.6.1 Polymerazova fetézovd reakce v redlném case (qPCR)

Pro rodovou a druhovou identifikaci byla pouzita PCR v redlném case. Komponenty byly pted
pouZitim nejprve rozmrazeny, promichany a kratce centrifugovany. Amplifika¢ni smés byla
ptipravena o celkovém objemu 25 pl. Pofadi jednotlivych komponent pro PCR v redlném case
a jejich objemy byly pouzity v souladu s doporuenim vyrobce pouzit¢ého qPCR SYTO 9
Master Mixu ajsou uvedeny v Tabulce9. Specifikace pouzitych primerd je uvedena
v Tabulce 6. Polymerazova fetézova reakce v redlném cCase probihala dle programu uvedeného
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v Tabulce 10. Pro PCR v redlném case byl pouzit thermo cycler Rotogene 6000 (Corbett

Research, Australie).

Tabulka 9: SloZeni qPCR smési

Komponenta Objem (pl)
1 Voda pro PCR 9,5
2 Syto 9 Master Mix 12,5
3 | Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4 | Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5 Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

Jako DNA matrice byla pouzita nafedéna DNA izolovana pomoci magnetickych nosica,

komerc¢niho kitu a fenolové extrakce. DNA izolovana ze sbirkovych kmeni byla pouzita
pro pozitivni kontroly. DNA byla do reakéni smési pfidavana jako posledni. Dale byla

piipravena negativni kontrola, ve které byla matrice DNA nahrazena stejnym mnozstvim vody

pro PCR.

Tabulka 10: Amplifika¢ni programy pro PCR v realném c¢ase

Amplifika¢ni krok
. ProdlouZena
Specifikace rOCIOUZENa | 1 e naturace Hybridizace | Elongace | Dosyntetizovani
denaturace | VA rimeri DNA DNA
DNA £
) 95°C/30s | 55°C/30s | 72°C/30s i
Doména Bacteria 95 °C/5 min 72 °C/5 min
30 cykla
Rod . 95°C/60s | 50°C/60s | 72°C/120s i
. . 95 °C/5 min 72 °C/5 min
Bifidobacterium 30 cykla
. 95°C/30s | 55°C/30s | 72°C/60s .
Rod Lactobacillus | 95 °C/5 min 72 °C/10 min
30 cykla
1 95 °C/30 60 °C/30 72 °C/60
Lactobac-tllus 95 °C/5 min > > > 72 °C/5 min
paracasei 35 cykla
L. rhamnosus . 95°C/30 s 58°C/30s | 72°C/60 s )
95 °C/5 min 72 °C/5 min
L. acidophilus 30 cykla
L. plantarum . 95°C/30s | 55°C/30s | 72°C/60 s )
. 95 °C/5 min - 72 °C/5 min
L. casei 30 cykla
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4.2.6.2 Polymerdzova fetézova reakce s analyzou kiivek tani (PCR-HRM)

Postup piipravy amplifika¢ni smési byl stejny jako v piipadé polymerazové tetézové reakce

v realném case (4.2.6.1). Slozeni PCR smési je uvedeno v Tabulce 9 a specifikace pouzitych
primert je uvedena v Tabulce 7. Pro PCR-HRM analyzu byl pouzit LightCycler® Nano (Roche
Life Science, USA). Polymerazova fetézova reakce s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani

probihala dle programu uvedeného v Tabulce 11.

Tabulka 11: Amplifikacni programy véetné melt analyzy pro PCR-HRM

Amplifikac¢ni krok

. ProdlouZena - L Melt
Specifikace Denaturace | Hybridizace | Elongace Dosyntetizovani ,
denaturace . . analyza
DNA primeru DNA DNA
DNA
od 55 °C
V1F-HRM/ _ 95°C/15s 55°C/15s 72 °C/20 s ]
95 °C/10 min 72 °C/5 min do 95 °C
VIR-HRM
50 cykla po 0,05 °C/s
od 65 °C
CHAU-V3F/ _ 95°C/15s 52°C/20's 60 °C/20 s )
95 °C/2 min 50 °C/5 min do 95 °C
CHAU-V3R
40 cykla po 0,05 °C/s
od 65 °C
CHAU-V6F/ _ 95°C/15s 52°C/20s | 60 °C/20s )
95 °C/2 min 50 °C/2 min do 95 °C
CHAU-V6R
40 cykla po 0,05 °C/s
od 65 °C
95°C/30 s 61 °C/30s 72 °C/60 s
LAC2/LAC4 95 °C/15 min 72 °C/10 min do 95 °C
40 cykla po 0,05 °C/s
poxcDNAFw/ od 65 °C
oxPromRVC 95°C/15s 60 °C/15 s 72 °C/15 s 40 95 °C
P 95 °C/10 min 72 °C/10 min 095
poxcDNAFw/ i oc/
poxPromRVT 40 cykla po 0,05 °C/s
od 65 °C
_ 95 °C/10 s 60 °C/30 s 72 °C/10 s )
P1V1/P2V1 95 °C/S min 72 °C/7 min do 95 °C
45 cykla po 0,05 °C/s
od 70 °C
95°C/30s 61°C/30s 72 °C/60 s
LAC1/LAC2 95 °C/5 min 72 °C/5 min do 95 °C
45 cykla po 0,05 °C/s
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4.2.7 Gelova elektroforéza

Specifické PCR produkty byly detekovany pomoci agarézové gelové elektroforézy.
Pro elektroforézu byly pouzity 1,5% gely, které byly pfipraveny smichanim vhodného mnozstvi
agarozy a 0,5krat koncentrovaného TBE pufru. Pripravend smés byla za opakovaného
promichavani rozvarena v mikrovinné troubé a nasledné byla po kratkém chladnuti nalita
do elektroforetické vanicky s hifebinkem, kde byla ponechana k zatuhnuti.

Nasledné bylo 25 pul PCR smési smichano s 5 ul vkladaciho pufru Yeallow load a 15 pl takto
vzniklé smési s vkladacim pufrem bylo nandSeno na gel. Dale bylo na gel naneseno 5 ul DNA
standardu (100 bp). Gel byl vloZzen do -elektroforetické vany a ptfevrstven 0,5krat
koncentrovanym TBE pufrem. Takto pfipravend souprava byla zapojena do zdroje
stejnoproudého elektrického pole a elektroforéza probihala po dobu 2 hodin pii napéti 80 V.
Gel byl po skonceni elektroforézy barven v roztoku ethidium bromidu po dobu 20 minut. Po
dobarveni byl gel pozorovan pod UV svétlem, dokumentovan fotograficky a vyhodnocen.
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolace bakterialni DNA

Z hrubych lyzatd bunck probiotickych vyrobkl a Cistych bakteridlnich kultur byla DNA
izolovana tfemi riznymi metodami, a to pomoci magnetickych castic (dle bodu 4.2.4.3),
fenolovou extrakei (dle bodu 4.2.4.1) a komerénim kitem (dle bodu 4.2.4.2).

5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA
Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky za pouziti pfistroje
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) (dle bodu 4.2.5). Méfeni bylo provedeno v rozmezi
vlnovych délek 230-280 nm a na zakladé namétenych absorbanci byly stanoveny koncentrace
nukleovych kyselin (NK) ve vzorcich (viz. Tabulka 12). Soucasné¢ byla touto metodou
prokazana ptitomnost bakterialni DNA ve vzorcich.

Tabulka 12: Spektrofotometrické stanoveni NK izolovanych z €istych bakterialnich kultur
a probiotickych vyrobki

Vzorek Metoda izolace I?Ec::gtfs;e Az60 Azs0 A260/280
1 6,7 0,133 0,086 1,56
2 9,0 0,180 0,097 1,85
3 18,5 0,370 0,238 1,56
4 Magnetické Castice 5.4 0.168 0.097 L7
5 §79/L3-PLL 5,6 0,112 0,070 1,60
6 10,3 0,207 0,112 1,84
Linex 2,5 0,049 0,036 1,36
Laktobacily 10,1 0,203 0,126 1,61
Biopron 2,4 0,048 0,033 1,47
1 471,3 9,427 4,563 2,07
2 534,9 10,699 5,134 2,08
3 773,0 15,460 7,513 2,06
4 686,5 13,730 6,717 2,04
5 Fenolova extrakce 788,9 15,778 7,482 2,11
6 290,8 5,815 2,804 2,07
Linex 404,3 8,086 3,949 2,05
Laktobacily 3931,2 78,624 37,698 2,09
Biopron 2721 5,442 2,734 1,99
1 26,7 0,533 0,281 1,90
2 Komer¢ni kit 47.9 0,958 0,494 1,94
3 23,2 0,463 0,241 1,92
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4 28,5 0,569 0,291 1,96

5 31,1 0,622 0,317 1,96

6 . 45,0 0,900 0,453 1,99
- Komer¢ni kit

Linex 17,5 0,351 0,177 1,98

Laktobacily 423 0,846 0,429 1,97

Biopron 22,5 0,450 0,237 1,90

Legenda: 1 — Lbc. casei 70887, 2 — Lbc. plantarum 70397, 3 — Lbc. rhamnosus 1823", 4 — Lbc.
casei 4789, 5 — Lbc. paracasei 17537, 6 — Lbc. acidophilus 48337

Bakterialni DNA se podafilo tspésné izolovat vS§emi vySe zminénymi izolacnimi metodami.
Koncentrace DNA se v zavislosti na pouzité separacni metod¢ liSila a jeji hodnoty
se pohybovaly v rozmezi 2,4-3931,2 ng/pl. Pomér Azs0/A280 vypovida o Cistoté DNA. Pro
¢istou DNA spadé hodnota tohoto poméru do rozmezi 1,8-2,0. Niz§i hodnota znaci znecisténi
DNA proteiny, které vykazuji absorpéni maximum pifi 280 nm. VySs§i hodnota poméru
absorbanci pak znac¢i ptitomnost RNA ve vzorku. Nejvice zne€isténd byla DNA izolovana
magnetickymi nosici.

5.2.1 Prepocet stanovené koncentrace izolované DNA

Pro izolaci DNA magnetickymi nosi¢i bylo pouzilo 50 pl hrubého lyzatu bunék a DNA byla
nakonec eluovana do 50 ul TE pufru. V piipadé fenolové extrakce bylo pouzito 500 ul hrubého
lyzatu a DNA byla eluovéana do 50 ul TE pufru. Pfi izolaci kitem bylo pouzito 200 pl hrubého
lyzatu a DNA byla eluovana do 200 ul TE pufru.

Pro porovnani mnozstvi DNA ziskané jednotlivymi separaCnimi metodami byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace piepocitana (dle vzorci (5.2.1.1) a (5.2.1.2))
na objem 50 pl pouzitych hrubych lyzatt bun¢k a na eluci DNA do 50 ul TE pufru. Vzorce
pouzité pro piepocet jsou uvedeny v Tabulce 13 a vysledky teoretického vypoctu koncentraci
izolované DNA v Tabulce 14.

Tabulka 13: Vzorce pro pirepocet koncentrace izolované DNA

Magnetické o
i¢ i Cteoretickd = Cst 5
nosice + Kit eoreticka stanovena
Fenolova
Cteoreticka = Cstanovené/ 10 ( 521.2
extrakce

Tabulka 14: Teoreticky prepocitané hodnoty koncentrace izolované DNA

] Koncentrace
Vzorek Metoda izolace NK (ng/ul)
M - ) 6,70
agnetické Castice
2
F79/L3-PLL 2,00
18,50
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4 8,40

5 5,60

6 Magnetické ¢astice 10,30
Linex F79/L3-PLL 2,50

Laktobacily 10,10
Biopron 2,40

1 47,13

2 53,49
3 77,30
4 68,65
5 Fenolova extrakce 78.89
6 29,08
Linex 40,43

Laktobacily 393,12
Biopron 27,21

1 26,70
2 47,90
3 23,20
4 28,50
5 Komer¢ni kit 31,10
6 45,00
Linex 17,50
Laktobacily 42,30
Biopron 22,50

Hodnoty teoreticky piepocitané koncentrace izolované DNA ve vzorcich se pohybovaly
koncentraci bylo dosazeno v ptipadé€ izolace pomoci magnetickych nosici, naopak nejvyssi
koncentrace nukleovych kyselin byly ziskany fenolovou extrakci. V rdmci probiotickych
doplikkli stravy byl nejvy$si vytézek ziskan v piipadé vyrobku GS Laktobacily Forte 21
fenolovou extrakeci.

5.3 Polymerazova retézova reakce v realném case a detekce specifického
produktu PCR agarozovou gelovou elektroforézou

Za Ucelem ovéfeni pritomnosti bakterialni DNA ve vzorcich byla provedena polymerdzova

fetézova reakce v realném case s vyuZitim primerli pro rodovou a druhovou identifikaci.

Specifikace jednotlivych primerti je uvedena v Tabulce 6, sloZzeni PCR smési v Tabulce 9

a pouzité amplifikacni programy v Tabulce 10. Polymerazova fetézova reakce byla provedena

dle postupu 4.2.6.1. Vzorky DNA o koncentraci vyssi nez 10 ng/ul (viz. Tabulka 12) byly pted
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zahajenim qPCR zfedény na vyslednou koncentraci 10 ng/pl (objem 50 pl). Specifické PCR
produkty byly detekovany agar6zovou gelovou elektroforézou (dle bodu 4.2.7).

5.3.1 Prokazani pritomnosti DNA specifické pro doménu Bacteria

Pfitomnost bakterialni DNA ve vzorcich byla ovéfena metodou real-time PCR s vyuzitim
primert specifickych pro doménu Bacteria (primery F eub, R eub [47]) a produkty
polymerazové fetézové reakce byly nasledné detekovany agar6zovou gelovou elektroforézou.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita bakteridlni DNA Escherichia coli (SigmaAldrich)
poskytnuta doc. Mgr. Vaclavem Brazdou, PhD. Vzorky byly zfedéné desitkovym fedénim
na vyslednou koncentraci v rozsahu 10-0,001 ng/ul.

Amplifikacni kfivky lze vidét na Obrazku 10 (z divodu piehlednosti jsou zobrazeny pouze
ktivky standardi a vzorkl, u kterych byla DNA izolovana fenolovou extrakei). Snimek
agar6zového gelu lze vidét na Obrazku 9. Schéma naneseni PCR produktti na gel je uvedeno
v Tabulce 15.

466 bp

Obrizek 9: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro doménu Bacteria
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Tabulka 15: Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro doménu Bacteria na agarézovy gel

(Obrazek 9)
Detekce Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR Béh Vzorek Izolace PCR
produktu produktu
2 1 + 20 1 +++
3 2 + 21 2 +++
4 3 ++ 22 3 +++
5 4 ++ 23 4 ) +++
6 5 MC ot 24 5 Kt et
7 6 +++ 25 6 +++
8 Linex + 26 Linex +
9 | Laktobacily ++ 27 Laktobacily ++
10 Biopron + 28 Biopron +++
11 1 ++ 29 Standard
12 2 +++ 32 NK -
13 3 ++ 34 E. coli 10 ng/pul - ++
14 4 +++ 35 E. coli 1 ng/ul - ++
15 5 F +++ 36 E. coli 0,1 ng/pl — ++
16 6 +++ 37 E. coli 0,01 ng/ul - ++
17 Linex ++ 38 | E. coli 0,001 ng/ul — ++
18 | Laktobacily ++
19 Biopron +++

Legenda: MC — magnetické castice (F79/L3-PLL), F — fenolova extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovan (+ slaba, ++ stiedni, +++ silnad intenzita), — produkt nedetekovain, 1-6 oznaceni
cistych bakterialnich kultur (viz. bod 4.1.2)
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100+
90+
80 — | Fenal
2 Fenol
70 —— 3 Fenol.
% —— 5 Fenol.
e 60 6 Fenol
E — Laktobacily Fenol.
3 30 —+— Biopron Fenol.
8 Linex Fenol
= —— Standard (10 ng'ul)
H Standard (1 ng/ul)
30- —— Standard (100 pg/ul)
—4— Standard (10 pg/ul)
20- —4— Standard (1 pg/ul)
104

Cyklus

Obrazek 10: Amplifika¢ni kiivky qPCR produktu specifickych pro doménu Bacteria
1 —Lbc. casei 7088, 2 — Lbc. plantarum, 3 — Lbc. rhamnosus, 4 — Lbc. casei 479, 5 — Lbc. paracasei, 6 — Lbc. acidophilus, Standard — DNA Escherichia coli,
Fenol. — fenolova extrakce
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Gelovou elektroforézou byl detekovan specificky produkt PCR pro doménu Bacteria
(466 bp), a tim byla potvrzena ptitomnost bakterialni DNA ve vSech vzorcich.

Amplifika¢ni kfivky PCR produkti specifickych pro doménu Bacteria jsou v této diplomové
praci uvedeny pouze pro ukazku a nebudou zde detailn¢ diskutovany. Uvedeny budou dale
pouze vysledky z gelové elektroforézy PCR produktd. Zbylé amplifika¢ni kiivky rodoveé
a druhové specifickych real-time PCR ma ve své diplomové praci uvedené Bc. Eva
Chvalkovska, se kterou jsem na tomto experimentu spolupracovala a jejiz prace se piimo
zabyva polymerazovou fetézovou reakci v realném case.

5.3.2 Prokazani pritomnosti DNA rodu Lactobacillus

Ptitomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus byla ovéfena metodou polymerazové tetézové
reakce v redlném case. Pouzitim primerti specifickych pro tento rod (primery LbLMAI1-rev,
R16-1 [48]) byly amplifikovany Gseky DNA o délce 250 bp. Produkty PCR byly naneseny
na agarozovy gel a nasledn¢ byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA distych bakteridlnich kultur (viz. bod 4.1.2). Vysledek gelové elektroforézy lze
vidét na Obrazku 11. Schéma naneseni vzorkl je uvedeno v Tabulce 16.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 111213 14 1516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

300 bp

250 bp 200 bp

Obrazek 11: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro rod Lactobacillus

Tabulka 16: Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro rod Lactobacillus na agarozovy gel
(Obrazek 11)

Detekce Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR Béh Vzorek Izolace PCR
produktu produktu
2 1 ++ 17 Linex 4+
3 2 M ++ 18 | Laktobacily Kit 4+
4 3 ++ 19 Biopron +++
) 4 ++ 20 1 F et
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6 Linex — 21 2 +++
7 Biopron — 22 3 +++
8 6 MC + 23 4 -+
9 5 + 24 5 . +++
10 | Laktobacily ++ 25 6 +++
11 2 ++ 26 | Laktobacily +++
12 1 ++ 27 Linex +++
13 3 ) +++ 28 Biopron +++
14 4 Kt + 29 Standard

15 5 +++ 30 NK -
16 6 +++

Legenda: MC — magnetické castice (F79/L3-PLL), F — fenolovd extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovan (+ slaba, ++ stedni, +++ silnd intenzita), — produkt nedetekovain, 1-6 oznaceni
cistych bakterialnich kultur (viz. bod 4.1.2)

Agardzovou gelovou elektroforézou byl detekovan specificky PCR produkt (250 bp)
ve vSech pozitivnich kontrolach ive vSech vyrobcich. Tim byla prokdzéna ptitomnost
bakterialni DNA rodu Lactobacillus.

5.3.3 Prokazani pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium

Ptitomnost DNA bakterii rodu Bifidobacterium byla ovéfena metodou polymerazové fetézové
reakce vrealném case. Pouzitim primert specifickych pro tento rod (primery Pbi FI,
Pbi R2 [49]) byly amplifikovany tseky DNA o délce 914 bp. Produkty PCR byly naneseny
na agarozovy gel a nasledn¢ byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA Bifidobacterium animalis 49887 z Ceské sbirky mikroorganismt, Brno, CR
(Czech Collection of Microorganisms, CCM) poskytnutd vedoucim prace. Vysledek gelové
elektroforézy lze vidét na Obrazku 12. Schéma naneseni vzorku je uvedeno v Tabulce 17.
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Obrazek 12: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro rod Bifidobacterium

Tabulka 17: Schéma naneseni PCR produktu specifickych pro rod Bifidobacterium na agarozovy
gel (Obrazek 12)

Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR
produktu

1 Linex ++

2 Laktobacily MC —

3 Biopron —

4 Linex ++

5 Laktobacily Kit —

6 Biopron +

7 Linex ++

8 | Laktobacily F —

9 Biopron +++
10 PK +++
11 Standard
12 NK -

Legenda: MC — magnetické castice (F79/L3-PLL), F — fenolova extrakce, PK — pozitivni kontrola,
NK — negativni kontrola, + produkt detekovan (+ slaba, ++ stiedni, +++ silna intenzita), — produkt
nedetekovan

Vsechny testované probiotické vyrobky maji deklarovanou pfitomnost bakteridlni DNA rodu
Bifidobacterium. Specificky PCR produkt (914 bp) byl vsak detekovan pouze u vyrobkl
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Biopron 9 premium a Linex® Forte, v piipadé vyrobku GS Laktobacily Forte 21 k detekci
specifického PCR produktu nedoslo. Méfeni bylo provedeno dvakrat, pticemz byl ziskan stejny
vysledek. Pfitomnost bakterialni DNA rodu Bifidobacterium byla tedy prokazana pouze u dvou
ze tii probiotickych vyrobki.

5.3.4 Prokazani pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus casei

Pfitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus casei byla ovéfena metodou polymerazové
fetézové reakce v realném case. Pouzitim primert specifickych pro tento druh (primery
F case IS, R case IS [47]) byly amplifikovany useky DNA o délce 132 bp. Produkty PCR
byly naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei 7088 a Lactobacillus casei 4798 (viz. bod
4.1.2). Vysledek gelové elektroforézy lze vidét na Obrazku 13. Schéma naneseni vzorkil
je uvedeno v Tabulce 18.

1.2 3 4 56 7 8 51011 121314 151617

dimery
primeri

Obrazek 13: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro druh Lactobacillus casei

Tabulka 18: Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus casei
na agarézovy gel (Obrazek 13)

Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR
produktu

1 1 ++

2 4 ++

3 Linex MC -

4 | Laktobacily +

5 Biopron —

6 1 +++

7 4 F +++
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8 Linex —
Laktobacily F +

10 Biopron ++

11 1 +++

12 4 +++

13 Linex Kit —

14 | Laktobacily +

15 Biopron +

16 Standard

17 NK -
Legenda: MC — magnetické castice (F79/L3-PLL), F — fenolovd extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovin (+ slaba, ++ stredni, +++ silna intenzita)) — produkt nedetekovan,

1 a 4 — oznaceni cistych bakteridlnich kultur (viz. bod 4.1.2)

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus casei ma deklarovanou probioticky vyrobek
Biopron 9 premium. Specificky PCR produkt (132 bp) byl detekovan v ptipad¢ 2 vyrobkd, a to
Biopron 9 premium a GS Laktobacily Forte 21. U obou téchto vyrobku byla tedy prokazana
pritomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus casei. Vyrobce probiotika Linex® Forte
nedeklaruje pfitomnost tohoto bakterialniho druhu, coz se potvrdilo agar6zovou gelovou
elektroforézou, kdy specificky PCR produkt nebyl detekovan.

5.3.5 Prokazani piitomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus plantarum

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus plantarum byla ovétena metodou polymerazové
fetézové reakce v redlném case. PouZzitim primert specifickych pro tento druh (primery Lfpr,
PlanII [50; 51]) byly amplifikovany useky DNA o délce 400 a 200 bp. Produkty PCR byly
naneseny na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus plantarum 7039 (viz. bod 4.1.2). Vysledek gelové
elektroforézy 1ze vidét na Obrazku 14. Schéma naneseni vzorki je uvedeno v Tabulce 19.

45 6 7 g 5 10 11 12 13 14 15 16 17 18 189 20 21 .32 33

400 bp
200 bp

dimery
primert

Obrazek 14: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro druh Lactobacillus plantarum
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Tabulka 19: Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus plantarum
na agarozovy gel (Obrazek 14)

Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR
produktu
1 2 MC ot
2 2 Kit -+
3 2 F -+
4 Linex MC —~
6 | Laktobacily | MC -
8 Biopron MC —
11 Linex Kit -
13 | Laktobacily Kit —
15 Biopron Kit —
17 Linex F -
19 | Laktobacily F -
21 Biopron F ++
22 Standard
23 NK -

Legenda: MC — magnetické cdstice (F79/L3-PLL), F — fenolovd extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovan (+ slabd, ++ stredni, +++ silnd intenzita), — produkt nedetekovan, 2 — Cistd
bakterialni kultura (viz. bod 4.1.2)

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus plantarum maji deklarovanou vyrobky
Biopron 9 premium a GS Laktobacily Forte 21. Specificky PCR produkt (400 a 200 bp) byl
vSak detekovan pouze u vyrobki Biopron 9 premium, v ptipadé¢ vyrobku GS Laktobacily
Forte 21 k detekci specifického PCR produktu nedoslo. M¢éteni bylo provedeno dvakrat,
pficemz byl ziskan stejny vysledek. Pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus
plantarum byla tedy prokazana pouze u jednoho probiotického vyrobku.

5.3.6 Prokazani pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus byla ovéfena metodou polymerazové
fetézové reakce v realném case. PouZitim primert specifickych pro tento druh (primery Prl,
Rhall [50]) byly amplifikovany taseky DNA o délce 400 a 200 bp. Produkty PCR byly naneseny
na agar6zovy gel a nasledné byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA Lactobacillus rhamnosus 1823" (viz. bod 4.1.2). Vysledek gelové elektroforézy
Ize vidét na Obrazku 15. Schéma naneseni vzorki je uvedeno v Tabulce 20.
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400 bp 400 bp
200 bp

200 bp 100 bp
dimery
primert

Obrazek 15: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro druh Lactobacillus rhamnosus

Tabulka 20: Schéma naneseni PCR produktu specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus
na agardozovy gel (Obrazek 15)

Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR
produktu
2 3 MC 4+
3 3 Kit +++
4 3 F +++
5 Linex MC —
6 Linex Kit —
7 Linex F —
8 Laktobacily MC -
9 | Laktobacily Kit —
10 | Laktobacily F —
11 Biopron MC -
12 Biopron Kit —
13 Biopron F +
14 Standard
15 NK —

Legenda: MC — magnetické castice (F79/L3-PLL), F — fenolova extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovan (+ slaba, ++ stiedni, +++ silnd intenzita), — produkt nedetekovan, 3 — Cista

bakterialni kultura (viz. bod 4.1.2)

49



Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus maji deklarovanou vyrobky
Biopron 9 premium a GS Laktobacily Forte 21. Specificky PCR produkt (400 a 200 bp) byl
vSak detekovan pouze u vyrobkll Biopron 9 premium, v piipadé¢ vyrobku GS Laktobacily
Forte 21 k detekci specifického PCR produktu nedoslo. Méfeni bylo provedeno dvakrat,
ptiCemz byl ziskdn stejny vysledek. Pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus
rhamnosus byla tedy prokdzana pouze u jednoho probiotického vyrobku.

5.3.7 Prokazani pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus paracasei

Pfitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus paracasei byla ovéfena metodou polymerazové
fetézové reakce vredlném cCase. Pouzitim primerti specifickych pro tento druh (primery
F paca IS, R paca IS [47]) byly amplifikovany iseky DNA o délce 80 bp. Produkty PCR byly
naneseny na agardézovy gel a nasledn¢ byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus paracasei 17537 (viz. bod 4.1.2). Vysledek gelové
elektroforézy lze vidét na Obrazku 16. Schéma naneseni vzorkt je uvedeno v Tabulce 21.

Obrizek 16: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro druh Lactobacillus paracasei

Tabulka 21: Schéma naneseni PCR produktu specifickych pro druh Lactobacillus paracasei
na agarézovy gel (Obrazek 16)

Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR
produktu
2 5 +++
3 Linex . +
: MC
4 | Laktobacily +++
5 Biopron +
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6 5 +++
7 Linex ] ++
8 | Laktobacily Kt +++
9 Biopron ++
10 5 +++
11 Linex ++
12 | Laktobacily F +++
13 Biopron +++
14 Standard

15 NK -

Legenda: MC — magnetické castice (F79/L3-PLL), F — fenolovd extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovin (+ slaba, ++ stredni, +++ silnd intenzita), — produkt nedetekovan, 5 — cista
bakterialni kultura (viz. bod 4.1.2)

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus paracasei ma deklarovanou vyrobek
GS Laktobacily Forte 21. Specificky PCR produkt (80 bp) byl vSak detekovan v piipadé vSech
testovanych vyrobki, tedy GS Laktobacily Forte 21, Biopron 9 premium i Linex® Forte.
Ptitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus paracasei byla tedy prokdzdna u vSech
testovanych probiotickych doplika stravy.

5.3.8 Prokazani pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus acidophilus

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus acidophilus byla ovéfena metodou polymerazové
fetézové reakce vrealném case. Pouzitim primerd specifickych pro tento druh (primery
Aci 16851, Aci 16S11 [50]) byly amplifikovany useky DNA o délce 750 bp. Produkty PCR byly
naneseny na agar6zovy gel a ndsledné byla provedena gelova elektroforéza. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus acidophilus 4833 (viz. bod 4.1.2). Vysledek gelové
elektroforézy lze vidét na Obrazku 17. Schéma naneseni vzorki je uvedeno v Tabulce 22.

l 2 3 4 6 7 3§ 11 13 14 15

750 bp 1000 bp
800 bp
700 bp

dimery

primert

Obrazek 17: Gelova elektroforéza PCR produktu specifického pro druh Lactobacillus acidophilus
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Tabulka 22: Schéma naneseni PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus acidophilus
na agarozovy gel (Obrazek 17)

Detekce
Béh Vzorek Izolace PCR
produktu

2 6 MC ++

3 6 F ++

4 6 Kit +

5 Linex +++

6 | Laktobacily | MC +++

7 Biopron ++

8 Linex ++

9 Laktobacily Kit +++
10 Biopron -+
11 Linex +++
12 | Laktobacily F +++
13 Biopron -+
14 Standard
15 NK -

Legenda: MC — magnetické cdstice (F79/L3-PLL), F — fenolovd extrakce, NK — negativni kontrola,
+ produkt detekovan (+ slabd, ++ stredni, +++ silnd intenzita), — produkt nedetekovan, 5 — Cistd
bakterialni kultura (viz. bod 4.1.2)

Ptitomnost DNA bakterii druhu Lactobacillus acidophilus maji deklarovanou vyrobky
Biopron 9 premium a Linex® Forte. V piipadé¢ vyrobku GS Laktobacily Forte 21 tento
bakterialni druh deklarovany neni. Specificky PCR produkt (750 bp) byl vSak detekovan
u vSech testovanych vyrobki, tedy Biopron 9 premium, Linex® Forte 1 GS Laktobacily
Forte 21. Pfitomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus acidophilus byla tedy prokdzana
ve vSech probiotickych dopliicich stravy.

5.3.9 Shrnuti vysledkii ovéreni pritomnosti deklarovanych bakteridlnich rodi a druhu
v testovanych probiotickych vyrobcich

Ptitomnost deklarovanych bakteridlnich rodt a druhti v probiotickych vyrobcich byla ovétena

pomoci polymerazové fetézové reakce vredlném case a specifické PCR produkty byly

detekovany agar6zovou gelovou elektroforézou. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 23.
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Tabulka 23: Shrnuti vysledki ovéieni pritomnosti deklarovanych bakterialnich rodi a druhu

Vyrobek
Linex® Forte Bioprf)n 9 GS Laktobacily
premium Forte 21
Doména Bacteria +/+ +/+ +/+
Rod Lactobacillus +/+ +/+ +/+
Rod Bifidobacterium +/+ +/+ +/—
Druh Lbc. casei —/— +/+ —/+
Druh Lbc. plantarum —/— +/+ +/—
Druh Lbc. rhamnosus —/— +/+ +/—
Druh Lbc. paracasei —/+ —/+ +/+
Druh Lbc. acidophilus +/+ +/+ —/+

Legenda: +/+ — pritomnost DNA deklarovina a ovérena, +/— — pritomnost DNA deklarovana
ale neovérena, —/+ — pritomnost DNA nedeklarovina ale ovérena, —/— — pritomnost DNA nedeklaroviana

a neoveérena

Ptitomnost vyrobcem deklarovanych bakteridlnich rodt a druhii byla ovéfena v piipadé
probiotického vyrobku Linex® Forte a Biopron 9 premium, pfi¢emz v obou téchto vyrobcich
byla navic detekovana piitomnost bakterialniho druhu Lbc. paracasei, ktery neni vyrobcem
deklarovan.

V ramci vyrobku GS Laktobacily Forte 21 nebyla ovéfena piitomnost deklarovaného
bakterialniho rodu Bifidobacterium a bakteridlnich druhit Lbc. plantarum a Lbc. rhamnosus.
Naopak byla detekovana pfitomnost bakterialniho druhu Lbc. casei a Lbc. acidophilus, které
vSak nejsou vyrobcem deklarovany.

5.4 Polymerazova retézova reakce v realném case s vysokorozliSovaci analyzou
krivek tani (PCR-HRM)

Polymerazova tetézova reakce spolu s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani byla pouzita
za UcCelem rozliSeni bakterialnich kment patiicich do skupiny Lactobacillus. Pouzité primery
pro PCR-HRM jsou uvedeny v Tabulce 7, slozeni PCR smési v Tabulce 9 a pouzité bakterialni
kultury jsou uvedeny v Tabulce 4. Amplifikacni programy véetné melt analyzy jsou uvedeny
v Tabulce 11 a polymerdzova tfetézova reakce byla provedena dle postupu 4.2.6.2. Vzorky
DNA o koncentraci vyssi nez 10 ng/ul (viz. Tabulka 12) byly pfed zahijenim PCR-HRM
analyzy ziedény na vyslednou koncentraci 10 ng/pl (objem 50 pl).

5.4.1 PCR-HRM s vyuzitim primeri V1F-HRM a VIR-HRM

Vzorky DNA byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci v realném Case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kifivek tani s primery VIF-HRM a VIR-HRM [52]
navrzenymi pro rozliSeni bakteridlnich druhG rodu Lactobacillus véetné rozliSeni blizce
ptibuznych druhtt Lbc. casei, Lbc. rhamnosus a Lbc. paracasei. Zjisténé teploty tani
charakteristické pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 24 a kiivky tani na Obrazku 18.

53



Tabulka 24: Teploty tini charakteristické pro jednotlivé vzorky pri PCR-HRM s vyuzitim
primerti V1F-HRM a VIR-HRM

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 83,90 82,98 83,28
Lbc. plantarum 70397 81,27 80,45 80,79
Lbc. rhamnosus 18237 80,63 80,31 80,62
Lbc. casei 4798 83,57 83,18 83,68
Lbc. paracasei 1753" 83,56 83,26 83,73
Lbc. acidophilus 48337 83,57 83,23 84,42
Linex® Forte 84,77 84,38 84,28
Biopron 9 premium 84,93 85,01 84,04
GS Laktobacily Forte 21 85,16 84,24 84,30
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Obrizek 18: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM
s vyuZitim primeri V1F-HRM a VIR-HRM.
A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem; C: izolace DNA

fenolovou extrakct
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Dle naméfenych kiivek tani a dle teplot tani lze fici, ze se podafilo pomoci primera
VIF-HRM a VIR-HRM rozlisit bakterialni kmen Lactobacillus casei 7088" a Lactobacillus
paracasei 1753" od vSech ostatnich vzorkti u vSech typl izolace DNA. Blizce ptibuzné druhy
Lbc. casei, Lbc. rhamnosus a Lbc. paracasei se podafilo rozlisit nezavisle na typu izolace DNA.
Bakterialni kmeny vyskytujici se ve smésich v probiotickych vyrobcich se rozlisit nepodafilo.
Probiotické vyrobky se podafilo od sebe rozli§it pouze v ptipad¢ izolace DNA magnetickymi
nosici.

5.4.2 PCR-HRM s vyuZitim primeri CHAU-V3F a CHAU-V3R

Vzorky DNA byly amplifikovany polymerdzovou fetézovou reakci v redlném case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery CHAU-V3F
a CHAU-V3R [53] navrZzenymi pro rozliSeni bakteridlnich druhl rodu Lactobacillus. Zjisténé
teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 25 a kiivky tani
na Obrazku 19.

Tabulka 25: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pri PCR-HRM s vyuzitim
primeri CHAU-V3F a CHAU-V3R

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 78,57 78,12 78,06
Lbc. plantarum 7039" 78,50 77,49 77,72
Lbc. rhamnosus 18237 77,68 77,05 78,53
Lbc. casei 4798 77,96 78,25 78,41
Lbc. paracasei 17537 78,23 78,25 77,77
Lbc. acidophilus 4833T 78,16 78,17 78,46
Linex® Forte 78,10 81,90 78,74
Biopron 9 premium 79,39 79,25 79,35
GS Laktobacily Forte 21 77,38 77,12 77,12
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Obrizek 19: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM
s vyuzitim primeri CHAU-V3F a CHAU-V3R.

A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem; C: izolace DNA
fenolovou extrakct
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Podle kiivek tani a podle namétenych teplot tani jednotlivych vzorkt lze fici, Ze s vyuzitim
primert CHAU-V3F a CHAU-V3R se nepodafilo rozlisit bakterialni druhy rodu Lactobacillus.
Bakteridlni kmeny vyskytujici se ve smési v probiotickych vyrobcich se rozlisit nepodafilo.
Probiotické vyrobky se podafilo rozlisit v ptipadé izolace DNA fenolovou extrakci
a magnetickymi nosici.

5.4.3 PCR-HRM s vyuZitim primeri CHAU-V6F a CHAU-V6R

Vzorky DNA byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci v redlném case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery CHAU-V6F
a CHAU-VG6R [53] navrZzenymi pro rozliSeni bakteridlnich druht rodu Lactobacillus. Zjisténé
teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 26 a kiivky tani
na Obrazku 20.

Tabulka 26: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky prfi PCR-HRM s vyuzitim
primeri CHAU-V6F a CHAU-V6R

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 82,80 82,27 82,09
Lbc. plantarum 7039" 81,29 80,84 80,60
Lbc. rhamnosus 18237 82,73 82,25 82,32
Lbc. casei 4798 82,34 82,27 82,29
Lbc. paracasei 17537 82,35 82,37 82,51
Lbc. acidophilus 4833T 82,37 82,41 82,59
Linex® Forte 82,82 82,42 82,55
Biopron 9 premium 82,46 82,65 82,08
GS Laktobacily Forte 21 82,95 82,46 82,16
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Obriazek 20: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM
s vyuzitim primeri CHAU-V6F a CHAU-V6R.

A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem; C: izolace DNA

fenolovou extrakct
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Dle naméfenych kiivek tani a dle teplot tani lze fici, ze se podafilo pomoci primera

CHAU-V6F a CHAU-V6R oddélit bakterialni kmen Lactobacillus plantarum 7039"
a bakterialni kmen Lactobacillus casei 7088 v ptipadé vSech typl izolace DNA. Bakterialni

kmeny vyskytujici se ve smésich probiotickych vyrobcich se rozlisit nepodatilo. Probiotické

vyrobky se nepodaftilo od ostatnich vzorkt rozlisit

5.4.4 PCR-HRM s vyuZitim primeri LAC2 a LAC4
Vzorky DNA byly amplifikovany polymerdzovou fetézovou reakci v realném case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery LAC2 [54] a LAC4 [55]
navrzenymi pro rozliSeni bakterii mlééného kvaSeni. Zjisténé teploty tani charakteristické

pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 27 a kiivky tani na Obrazku 21.

Tabulka 27: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pri PCR-HRM s vyuzitim

primeri LAC2 a LAC4

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 87,72 86,54 87,02
Lbc. plantarum 7039" 86,33 85,68 86,05
Lbc. rhamnosus 18237 86,85 86,58 86,92
Lbc. casei 4798 87,01 86,67 86,98
Lbc. paracasei 17537 86,98 86,58 87,09
Lbc. acidophilus 4833T 87,03 86,69 87,57
Linex® Forte 85,73 85,36 86,34
Biopron 9 premium 86,42 85,01 85,73
GS Laktobacily Forte 21 86,59 86,04 85,61
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Obriazek 21: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM

s vyuZitim primeri LAC2 a LAC4.

A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem,; C: izolace DNA

fenolovou extrakct
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Dle namétenych kiivek tani a dle teplot tani lze fici, ze se podatilo pomoci primeri LAC2
a LAC4 oddglit bakterialni kmen Lactobacillus plantarum 7039 u viech typid izolace DNA.
Bakterialni kmeny vyskytujici se ve smésich v probiotickych vyrobcich se vSak rozlisit
nepodatilo. Probiotické vyrobky se podatilo rozliSit v pfipadé izolace DNA magnetickymi

nosic¢i a fenolovou extrakci.

5.4.5 PCR-HRM s vyuZitim primeri LAC1 a LAC2
Vzorky DNA byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci v realném Case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery LACI a LAC2 [54]

navrzenymi pro rozliSeni bakterii mlééného kvaSeni. Zjisténé teploty tani charakteristické

pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 28 a kiivky tani na Obrazku 22.

Tabulka 28: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pfi PCR-HRM s vyuzitim

primertd LAC1 a LAC2

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 86,93 86,70 86,87
Lbc. plantarum 70397 85,91 85,95 85,99
Lbc. rhamnosus 18237 86,77 86,53 86,75
Lbc. casei 4798 86,84 86,53 86,78
Lbc. paracasei 17537 86,82 86,68 86,87
Lbc. acidophilus 4833T 86,86 86,56 86,90
Linex® Forte 85,56 85,47 85,33
Biopron 9 premium 85,53 85,63 85,35
GS Laktobacily Forte 21 85,71 85,18 85,36
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Obriazek 22: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM

s vyuZitim primeri LAC1 a LAC2.

A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem; C: izolace DNA

fenolovou extrakct
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Dle namétenych kiivek tani a dle teplot tani lze fici, Ze se podatilo pomoci primerd LAC1
a LAC2 oddglit bakterialni kmen Lactobacillus plantarum 7039 u viech typi izolace DNA.
Bakterialni kmeny vyskytujici se ve smésich v probiotickych vyrobcich se vSak rozlisit
nepodatilo. Probiotické vyrobky se podaftilo rozlisit pouze v ptipad¢ izolace DNA fenolovou

extrakei.

5.4.6 PCR-HRM s vyuZitim primeri P1V1 a P2V1
Vzorky DNA byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci v realném Case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery P1V1 aP2V1 [56] navrzenymi

pro rozliSeni bakteridlnich druht rodu Lactobacillus. Zjisténé teploty tani charakteristické

pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 29 a kiivky tani na Obrazku 23.

Tabulka 29: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pfi PCR-HRM s vyuzitim

primeri P1V1 a P2V1

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 7088T 84,43 84,44 84,45
Lbc. plantarum 70397 82,26 82,20 82,35
Lbc. rhamnosus 18237 82,28 81,98 82,28
Lbc. casei 4798 84,40 84,69 84,91
Lbc. paracasei 17537 84,69 84,68 84,89
Lbc. acidophilus 4833T 84,77 84,74 84,82
Linex® Forte 85,82 85,55 85,65
Biopron 9 premium 85,58 85,75 85,60
GS Laktobacily Forte 21 85,90 85,87 85,86
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Obriazek 23: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM
s vyuZitim primera P1V1 a P2V1.
A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem; C: izolace DNA

fenolovou extrakct

65



Pomoci primerd P1VI1 a P2V1 se nepodafilo rozliSit bakteridlni kmeny vyskytujici se
ve smési v probiotickych vyrobcich. Podafilo se vSak od sebe rozliSit bakterialni druhy
Lactobacillus rhamnosus 1823", Lactobacillus plantarum 7039" a Lactobacillus casei 7088"
v ptipad¢ izolace DNA fenolovou extrakci. Probiotické vyrobky se podafilo rozlisit pouze
v ptipad¢ izolace DNA fenolovou extrakei.

5.4.7 PCR-HRM s vyuZitim primert poxcDNAFw a poxPromRVC

Vzorky DNA byly amplifikovany polymerazovou fetézovou reakci v realném Case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery poxcDNAFw
a poxPromRVC [57] navrZzenymi pro rozliSeni bakteridlnich kmenti skupiny Lactobacillus
casei. Zjisténé teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 30
a kfivky tani na Obrazku 24.

Tabulka 30: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pfi PCR-HRM s vyuzitim
primerit poxcDNAFw a poxPromRVC

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 78,52 78,10 82,51
Lbc. plantarum 7039" 78,54 78,38 78,32
Lbc. rhamnosus 18237 84,41 84,07 84,22
Lbc. casei 4798 82,37 81,87 82,49
Lbc. paracasei 17537 82,59 81,78 82,37
Lbc. acidophilus 4833T 82,43 82,02 82,37
Linex® Forte 78,53 78,05 78,73
Biopron 9 premium 78,70 83,68 82,67
GS Laktobacily Forte 21 78,51 77,98 78,61
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Obrizek 24: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM

s vyuZitim primeri poxcDNAFw a poxPromRVC.

A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem; C: izolace DNA

fenolovou extrakct
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Dle kiivek tani na Obrazku 24 A lze vidét, ze se podafilo rozliSit vSechny analyzované
vzorky, pficemz DNA téchto vzorka byla izolovana magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL.
V piipad€ izolace DNA komer¢nim kitem (Obrazek 24 B) a fenolovou extrakci (Obrazek 24 C)
se podafilo od sebe rozlisit bakteridlni kmeny Lactobacillus plantarum 7039", Lactobacillus
rhamnosus 1823" a Lactobacillus casei 7088". Bakterialni kmeny vyskytujici se ve smésich
v probiotickych vyrobcich se vSak rozlisit nepodatilo. Probiotické vyrobky se podaftilo rozlisit
nezavisle na typu izolace DNA.

5.4.8 PCR-HRM s vyuZitim primerti poxcDNAFw a poxPromRVT

Vzorky DNA byly amplifikovany polymerdazovou fetézovou reakci v redlném case a nasledné
byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivek tani s primery poxcDNAFw
a poxPromRVT [57] navrzenymi pro rozliSeni bakteridlnich kmenti skupiny Lactobacillus
casei. Zjisténé teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v Tabulce 31
a kfivky tani na Obrazku 25.

Tabulka 31: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM s vyuzZitim
primeri poxcDNAFw a poxPromRVT

F79/L3-PLL Fenolova extrakce Komer¢ni kit
Tm (°C)
Lbc. casei 70887 74,65 82,41 74,63
Lbc. plantarum 70397 82,29 82,23 77,12
Lbc. rhamnosus 18237 83,81 83,80 83,76
Lbc. casei 4798 81,94 81,95 82,30
Lbc. paracasei 17537 82,28 81,94 82,00
Lbc. acidophilus 4833T 82,07 81,98 82,05
Linex® Forte 74,49 82,01 74,84
Biopron 9 premium 82,63 81,93 82,60
GS Laktobacily Forte 21 82,02 81,72 82,19
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Obrizek 25: Normalizované kiivky tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pii PCR-HRM
s vyuZitim primeri poxcDNAFw a poxPromRVT.
A: izolace DNA magnetickymi nosici F79/L3-PLL; B: izolace DNA komercnim kitem,; C: izolace DNA

fenolovou extrakct
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Dle kiivek tani na Obrazku 25 A lze vidét, ze se podafilo rozli§it vSechny analyzované
vzorky, pficemz DNA téchto vzorkd byla izolovana magnetickymi c¢asticemi F79/L3-PLL.
V ptipadé izolace DNA komerénim kitem (Obréazek 25 B) se podatilo rozlisit bakterialni kmeny
Lactobacillus plantarum 7039, Lactobacillus rhamnosus 1823", Lactobacillus casei 4798
a Lactobacillus casei 7088". V piipadé izolace DNA fenolovou extrakci (Obrazek 25 C) se
podafilo od sebe rozli§it bakteridlni kmeny Lactobacillus plantarum 7039", Lactobacillus
rhamnosus 1823" a Lactobacillus casei 7088". Bakterialni kmeny vyskytujici se ve smésich
v probiotickych vyrobcich se vSak rozlisit nepodatilo. Probiotické vyrobky se podaftilo rozlisit
v ptipadé izolace DNA magnetickymi nosici a fenolovou extrakci.

5.4.9 Shrnuti vysledkit PCR-HRM analyzy

V Tabulce 32 jsou uvedeny vysledky rozliseni jednotlivych bakteridlnich druhti a v Tabulce 33
jsou uvedeny vysledky rozliSeni probiotickych dopliikidl stravy od ostatnich vzorkd pomoci
PCR-HRM analyzy s vyuZitim rtiznych sad primert.

Tabulka 32: Shrnuti vysledki rozliseni bakterialnich druhti pomoci PCR-HRM analyzy

Bakterialni kmen
T Lbc. Lbc. Lbc. Lbc. Lbc. Lbc.
Primery ) lyp casei | plantarum | rhamnosus | casei | paracasei | acidophilus
olace
H 70887 | 70397 18237 | 4798 | 17537 48331
MC + + + — + _
VI1F-HRM
K + — — + + +
VIR-HRM
F + — — — + —
MC - - + - - -
CHAU-V3F
K — + — + — —
CHAU-V3R
F — + + — — —
MC + + - . _ _
CHAU-V6F
K + + — - — -
CHAU-V6R
F + + — - — -
MC + + + - - -
LAC2
K — + — — - +
LAC4
F - + - - - -
MC — + - - - -
LAC1
K — + — — — —
LAC2
F - + - - - -
MC + + + + + +
poxcDNAFw
K + + + - — —
poxPromRVC
+ + + - - —
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MC + + + + + +
poxcDNAFw
K + + + + — —
poxPromRVT
F + + + - — -
MC — - - - - -
P1V1
K + — — — — —
P2V1
F + + + — — —

Legenda: — nerozlisen, + rozlisen, MC — magnetické castice, K — komercni kit, F — fenolova extrakce

Tabulka 33: Shrnuti vysledki rozliSeni probiotickych vyrobka od ostatnich vzorkd pomoci
PCR-HRM analyzy

Probioticky vyrobek
. Typ . . .
Primery . Linex Biopron GS Laktobacily
izolace
MC + + +
V1F-HRM
K - + —
V1R-HRM
F - + _
MC + + +
CHAU-V3F
K — + +
CHAU-V3R
F + + +
MC - - -
CHAU-V6F K
CHAU-V6R
F — + —
MC + + +
LAC2
K + —
LAC4
F + +
MC - -
LACI
K _ _
LAC2
F + + +
MC + + +
poxcDNAFw
K + + +
poxPromRVC
F + + +
MC + + +
poxcDNAFw
K + + —
poxPromRVT
F — + +
MC — + —
P1V1
K — - +
P2V1
F + + +

Legenda: — nerozlisen, + rozlisen, MC — magnetické castice, K — komercni kit, F — fenolova extrakce
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Dle uvedenych vysledki PCR-HRM analyzy lze fici, ze pro rozliSeni bakteridlnich druhi
rodu Lactobacillus jsou ztestovanych primertt nejvhodnéj$i primery poxcDNAFw
a poxPromRVC, poxcDNAFw a poxPromRVT [57], VIF-HRM a VIR-HRM [52]. Naopak
nejhorsiho rozliSeni bylo dosazeno za pouziti primerd LAC1 a LAC2 [54], P1V1 a P2V1 [56].

Probiotické dopliiky stravy byly od ostatnich vzorkll nejlépe rozliSeny pomoci primeri
CHAU-V3F a CHAU-V3R [53], poxcDNAFw a poxPromRVC [57]. Naopak nejhorSich
vysledki bylo dosazeno za pouziti primertt CHAU-V6F a CHAU-V6R [53].

6 DISKUZE

6.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Celkova koncentrace nukleovych kyselin namétfena spektrofotometricky se v jednotlivych
vzorcich pohybovala v rozmezi 2,4-3931,2 ng/pl a liSila se v zavislosti na pouzité izolacni
metodé (viz. Tabulka 12). Pro porovnani mnoZstvi DNA ziskané jednotlivymi separa¢nimi
metodami byla spektrofotometricky stanovena koncentrace piepocitana na objem 50 pl
pouzitych hrubych lyzata bunék a na eluci DNA do 50 ul TE pufru (viz. bod 5.2.1). Hodnoty
teoreticky piepocitané koncentrace izolované DNA se pohybovaly v rozmezi 2,4-393,12 ng/ul.

v v

nejvyssich koncentraci bylo dosazeno izolaci DNA fenolovou extrakci.

Co se tyce probiotickych vyrobki, nejvyssi vytézky nukleovych kyselin byly ziskany
z vyrobku GS Laktobacily Forte 21 nezavisle na typu izolace, pfiCemz celkové nejvétsSiho
vytézku nukleovych kyselin bylo dosazeno v ptipadé¢ vyrobku GS Laktobacily Forte 21
fenolovou extrakci.

Pomér absorbanci Azso/A2g0 pro jednotlivé vzorky je uveden v Tabulce 12 a pohyboval se
pomoci komeréniho kitu. Vzorky ziskané izolaci magnetickymi nosi¢i byly zneciStény
proteiny, naopak vzorky izolované fenolovou extrakci obsahovaly malé mnozstvi RNA. Mira
zneCisténi probiotickych vyrobkl se v ramci jedné izolacni metody téméf neliSila. Uvedené
kontaminanty jsou pro PCR a PCR-HRM analyzy neZadouci, nebot’ by mohly interferovat.
Vzorky jsou vSak pfed pouZzitim v rdmci téchto analyz zfedény na vyslednou koncentraci
10 ng/pl, ¢imz jsou nafedény i1 kontaminanty a inhibitory PCR.

6.2 Polymerazova retézova reakce v realném case a detekce specifického
produktu PCR agardézovou gelovou elektroforézou

Za tUCelem ovéfeni pritomnosti bakteridlni DNA ve vzorcich a pfitomnosti vyrobcem
deklarovanych mikroorganismi v probiotickych vyrobcich (viz. Tabulka 3) byla provedena
polymerazova fetézova reakce v redlném cCase (amplifikacni programy viz. Tabulka 10)
s vyuZitim primert pro rodovou a druhovou identifikaci (viz. Tabulka 6). Pro vS§echny qPCR
byla pouzita DNA izolovanid magnetickymi ¢asticemi, komer¢nim kitem a fenolovou extrakci.
Specifické PCR produkty byly detekovany agar6zovou gelovou elektroforézou.

Shrnuti vysledkli ovéfeni pfitomnosti vyrobcem deklarovanych bakteridlnich rodt a druhii
v probiotickych dopliicich stravy je uvedeno v Tabulce 23.
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Vysledky samotné polymerdzové tetézové reakce v redlném cCase blize diskutuje ve své
diplomové praci Bc. Eva Chvalkovska, se kterou jsem na tomto experimentu spolupracovala
a jejiz zavéreCna prace se blize zabyva izola¢nimi metodami a real-time PCR.

6.2.1 Detekce PCR produktu specifického pro doménu Bacteria

Ptitomnost bakterialni DNA deklaruji vyrobci vSech testovanych probiotickych doplnkt stravy.
Na agardzovém gelu jsou pro vSechny vzorky izolované DNA i pro pozitivni kontrolu zietelné
viditelné¢ pasy v oblasti 466 bp. Tyto pasy dokazuji pritomnost bakteridlni DNA ve vSech
probiotickych vyrobcich. Pfitomnost bakterialni DNA byla stejnym zplisobem prokazana
1 jinymi autory [47]. Intenzita past jednotlivych vzorki se od sebe 1isi, coz miize byt zptisobeno
nestejnou koncentraci DNA ve vzorcich nebo nedostatecnou €istotou izolované DNA. Ve startu
s negativni kontrolou neni PCR produkt detekovatelny a v prubéhu prace tedy nedoslo ke
kontaminaci.

6.2.2 Detekce PCR produktu specifického pro rod Bifidobacterium

Ptitomnost bakteridlni DNA rodu Bifidobacterium deklaruji vyrobci vSech testovanych
probiotickych dopliikii stravy. Zietelné viditelné pasy v oblasti 914 bp byly detekovany pouze
v piipadé vyrobku Linex® Forte a Biopron 9 Premium. V piipad€ vyrobku GS Laktobacily
Forte 21 k detekci specifického PCR produktu nedoSlo a pfitomnost bakterialni DNA rodu
Bifidobacterium v tomto probiotickém dopliku stravy za uvedenych podminek reakce
potvrzena nebyla. Rodové specifické primery Pbi F1 a Pbi R2 byly stejnym zptisobem pouzity
také autory v ramci jiné studie [49]. Deklarované udaje vyrobku GS Laktobacily Forte 21
nejsou plné€ v souladu s vysledky této analyzy. Ve startu s negativni kontrolou neni PCR
produkt detekovatelny a v pribéhu prace tedy nedoslo ke kontaminaci. Pfitomnost bakterialni
DNA rodu Bifidobacterium byla potvrzena pouze u dvou ze tii testovanych probiotickych
vyrobki.

6.2.3 Detekce PCR produktu specifického pro rod Lactobacillus a pro bakterialni druhy
spadajici do tohoto rodu

Ptitomnost bakteridlni DNA rodu Lactobacillus deklaruji vyrobci vSech testovanych
probiotickych doplikl stravy. Zietelné¢ viditelné pésy v oblasti 250 bp byly detekovany
v ptipad¢ vSech pozitivnich kontrol ivSech testovanych probiotickych vyrobki. Stejnym
zpusobem byla DNA rodu Lactobacillus prokézéna i jinymi autory [48]. Pfitomnost DNA rodu
Lactobacillus byla potvrzena ve vSech testovanych probiotickych vyrobceich a vysledky jsou
v souladu s tdaji deklarovanymi vyrobci.

Nasledné¢ bylo provedeno 5 druhové specifickych PCR, ato pro bakteridlni druhy
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus acidophilus.

Pritomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus casei je deklarovana u probiotika Biopron 9
Premium. Zietelné viditelné pasy v oblasti 132 bp byly detekovany v ptipad€ obou pozitivnich
kontrol a dvou probiotickych vyrobki, a to Biopron 9 Premium a GS Laktobacily Forte 21.
Druhové specifické primery F_case IS a R case IS byly pro identifikaci bakteridlniho druhu
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Lactobacillus casei pouzity iautory publikace [47]. Vyrobce probiotika GS Laktobacily
Forte 21 deklaruje pfitomnost DNA druhu Lactobacillus casei ssp. paracasei. Lactobacillus
casei a Lactobacillus paracasei jsou blizce piibuzné bakteridlni kmeny, které se fadi do skupiny
Lbc. casei a které je tézké odlisit vzhledem k jejich vysoké podobnosti hypervariabilni oblasti
16S RNA. Pro rozliseni téchto bakterialnich druhti je zapottebi vysoce specifickych primert,
které vSak neni jednoduché vytvofit. To je pravdépodobné pfiinou pfitomnosti jasné
viditelnych past 1 v ptipadé vyrobku GS Laktobacily Forte 21. Ptitomnost bakteridlni DNA
druhu Lactobacillus casei byla ve vyrobku Biopron 9 Premium potvrzena. Vyrobce probiotika
Linex® Forte nedeklaruje pfitomnost tohoto bakteridlniho druhu, coZ se potvrdilo agar6zovou
gelovou elektroforézou, kdy specificky PCR produkt nebyl detekovan.

Ptitomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus plantarum je deklarovana u probiotika
Biopron 9 Premium a GS Laktobacily Forte 21. Zfetelng viditelné pasy v oblasti 400 a 200 bp
[50] byly detekovany pouze v piipadé vyrobku Biopron 9 Premium a tim byla prokazana
pritomnost DNA druhu Lactobacillus plantarum. V ptipadé¢ vyrobku GS Laktobacily Forte
k detekei specifického PCR produktu nedoslo. Vyrobce probiotika Linex® Forte nedeklaruje
pritomnost tohoto bakterialniho druhu, coz se potvrdilo agar6zovou gelovou elektroforézou,
kdy specificky PCR produkt nebyl detekovan.

Ptitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus rhamnosus je deklarovana u probiotika
Biopron 9 Premium a GS Laktobacily Forte 21. Ztetelng viditelné pasy v oblasti 400 a 200 bp
[50] byly detekovany pouze v piipadé vyrobku Biopron 9 Premium, v piipadé vyrobku GS
Laktobacily Forte k detekci specifického PCR produktu nedoslo. Vyrobce probiotika Linex®
Forte nedeklaruje pfitomnost tohoto bakteridlniho druhu, coz se potvrdilo agar6zovou gelovou
elektroforézou, kdy specificky PCR produkt nebyl detekovan. Pfitomnost bakteridlni DNA
druhu Lactobacillus rhamnosus byla tedy prokazana pouze u jednoho probiotického vyrobku.

Ptitomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus paracasei je deklarovana pouze
u probiotika GS Laktobacily Forte 21. Zieteln¢ viditelné pasy v oblasti 80 bp byly detekovany
v piipadé vSech tii testovanych vyrobku, tedy GS Laktobacily Forte 21, Biopron 9 Premium
1 Linex® Forte. Piitomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus paracasei byla stejnym
zpusobem prokazana v ramci jiného experimentu autory publikace [47]. Pfitomnost DNA
bakterii druhu Lactobacillus paracasei byla prokazéna u vSech testovanych probiotickych
dopliikkii stravy, coz v ptipad¢ probiotika Linex® Forte a Biopron 9 Premium neni plné
v souladu s deklarovanymi idaji na obalu.

Ptitomnost bakteridlni DNA druhu Lactobacillus acidophilus je deklarovana u probiotika
Linex® Forte a Biopron 9 Premium. Zieteln¢ viditelné pasy v oblasti 750 bp [50] byly
detekovany v pfipadé€ vSech tii testovanych vyrobkd, tedy Linex® Forte, Biopron 9 Premium
1 GS Laktobacily Forte 21. Pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus acidophilus byla
prokazéana v piipadé vSech testovanych probiotickych doplikt stravy a vysledky analyzy
nejsou pln€ v souladu s udaji deklarovanymi na obalu vyrobku GS Laktobacily Forte 21.

Ve startu s negativni kontrolou neni PCR produkt detekovatelny a v pribéhu prace tedy
nedoslo ke kontaminaci. Intenzita past jednotlivych vzorki se od sebe liSi, coz miize byt
zpusobeno nestejnou koncentraci DNA ve vzorcich nebo nedostate¢nou cCistotou izolované
DNA.

74



Vysledky analyzy nebyly vzdy v souladu sudaji deklarovanymi vyrobci. V nékterych
ptipadech nedoslo k amplifikaci specifickych PCR produktt. DNA daného bakteridlniho druhu
mohla byt v probiotickém vyrobku zastoupena v niz§im mnozstvi, nez je metoda qPCR schopna
detekovat. Naopak v nekterych ptipadech byl detekovan PCR produkt specificky pro
bakterialni druh, ktery neni vyrobcem deklarovan.

K odchylkam od deklarovanych udaji doslo v ptipadé vsech tii testovanych probiotickych
preparatt. Nejvice se s daji na obalu shodovaly vysledky vyrobka Linex® Forte a Biopron 9
premium. Nejméné¢ v souladu s deklarovanymi udaji byly vysledky pro probiotikum
GS Laktobacily Forte 21.

6.3 Polymerazova retézova reakce v realném case s vysokorozliSovaci analyzou
krivek tani (PCR-HRM)

Polymerazova tetézova reakce spolu s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani byla pouZzita
za uCelem rozliSeni bakteridlnich kmena patticich do skupiny Lactobacillus a za ucelem
identifikace probiotickych mikroorganismil pfitomnych ve smési v probiotickych doplicich
stravy. Pozornost byla zaméfena na Sest referenénich vzork® (Lactobacillus casei 7088,
Lactobacillus plantarum 7039, Lactobacillus rhamnosus 1823", Lactobacillus casei 4798,
Lactobacillus paracasei 1753" a Lactobacillus acidophilus 4833") a tii probiotické dopliky
stravy (GS Laktobacily Forte 21, Linex® Forte a Biopron 9 Premium). DNA vsech vzorkt byla
izolovana magnetickymi casticemi, komerc¢nim kitem a fenolovou extrakci. Bylo testovano
8 rtiznych part primeri a vysledky analyz jsou shrnuty v Tabulce 34 a Tabulce 35.

Druhove specifické primery VIF-HRM a V1R-HRM [52], které jsou zaméiené na oblast V1
geni 16S rDNA byly navrzeny pro rozliSeni blizce ptibuznych bakteridlnich druht
(Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei) spadajicich do
skupiny Lactobacillus casei. Dle vysledki PCR-HRM analyzy lze vidét, Ze se podarilo pomoci
téchto primerit vzdjemné rozliSit blizce piibuzné bakterialni kmeny (stejné jako autorim
publikace [52]), konkrétn& Lactobacillus rhamnosus 1823, Lactobacillus casei 70887,
Lactobacillus casei 4798 a Lactobacillus paracasei 1753 nezévisle na typu izolace. Na
kiivkach tani prislusicich smésnym DNA nebyly detekovany inflexni body o teplotach tani
odpovidajicich obsaZzenym bakteridlnim druhlim a bakterialni kmeny vyskytujici se ve smési
v probiotickych vyrobcich se tedy rozliSit nepodaftilo. Z testovanych sad primert byly tyto
primery vyhodnoceny jako vhodné pro rozliSeni bakteridlnich druht rodu Lactobacillus.

Dal$imi primery vyhodnocenymi jako vhodné pro rozliSeni bakteridlnich druh rodu
Lactobacillus jsou poxcDNAFw a poxPromRVC/poxPromRVT [57]. Tyto primery jsou
zamefené na spxB gen kodujici pyruvat oxidazu, ktery je soucasti genomu bakterii patticich do
skupiny Lbc. casei. Autorim publikace [57] se podafilo pomoci téchto primeri rozliSit blizce
piibuzné bakteridlni kmeny Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
paracasei. Dle vysledki PCR-HRM analyzy 1ze vidét, Ze se iv ramci tohoto experimentu
podafilo rozliSit vS§echny testované bakterialni druhy (véetné blizce ptibuznych druhtl), pficemz
DNA téchto vzorkl byla izolovana magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL. V ptipad¢ izolace
DNA komerénim kitem a fenolovou extrakci se podafilo rozliSit bakteridlni kmeny
Lactobacillus plantarum 7039", Lactobacillus rhamnosus 1823 a Lactobacillus casei 7088".
Na kiivkach tani ptfislusicich smésnym DNA nebyly detekovany inflexni body o teplotach tani
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odpovidajicich obsazenym bakteridlnim druhtim a bakteridlni kmeny vyskytujici se ve smési
v probiotickych vyrobcich se tedy rozliSit nepodafilo. Primery poxcDNAFw a poxPromRVT
byly v porovnani s primery poxcDNAFw a poxPromRVC ucinngj$i. Ackoliv se primery
poxPromRVT a poxPromRVC li§i pouze v jediné bazi, i ptfesto lze pozorovat rozdily mezi
kiivkami tani.

Primery LAC2 a LAC4 zaméfené na hypervariabilni oblast V3 genti 16S rRNA byly uspésné
pouzity autory publikace [55] pro identifikaci kmene Lactobacillus plantarum v silazich
pSenice. Rozliseni bakteridlniho kmene Lbc. plantarum od ostatnich testovanych kment se
vramci tohoto experimentu podafilo, avSak nepodafilo se jej identifikovat ve smési
v probiotickych vyrobcich. Ostatni testované bakterialni kmeny se rozlisit nepodatilo.

Déle byly testovany primery CHAU-V3F a CHAU-V3R [53] zaméfené na hypervariabilni
oblast V3 geni 16S rDNA, primery CHAU-V6F a CHAU-V6R [53] zaméfené na
hypervariabilni oblast V6 geni 16S rDNA, primery LAC2 aLACI [54] zaméfené
na hypervariabilni oblast V3 genli 16S rRNA aprimery P1V1 a P2V1 [56] zamétfené
na hypervariabilni oblast V1 genti 16S rRNA. Dle vysledkli PCR-HRM analyzy Ize vidét, Ze se
pomoci téchto primeri nepodatilo rozlisit jednotlivé bakterialni druhy a nepodafilo se je rozlisit
ani v jejich smési v probiotickych vyrobcich. Ktivky tani jednotlivych referencnich vzorka
vykazovaly velmi podobné tvary a teploty tani se od sebe také ptiliS neliSily. Z testovanych sad
primerQ byly tyto primery vyhodnoceny jako nevhodné pro rozliSeni bakterialnich druhti rodu
Lactobacillus.

Ne vSechny testované primery umoznily druhové rozliSeni jednotlivych kment, je proto
vhodné pouzit kombinaci vice metod k jednoznaénému prikazu jejich pritomnosti.
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7 ZAVER

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla pozornost zaméfena na Sest referencnich
bakteridlnich kmenti (Lactobacillus casei 7088", Lactobacillus plantarum 7039", Lactobacillus
rhamnosus 1823Y, Lactobacillus casei 4798, Lactobacillus paracasei 1753", Lactobacillus
acidophilus 4833") ana tfi probiotické doplitky stravy (Linex® Forte, Biopron 9 Premium,
GS Laktobacily Forte 21), které se vzajemn¢ odliSuji skdlou obsazenych bakterialnich druhti
a jejich mnozstvim. DNA byla z ¢istych bakteridlnich kultur a z komplexnich matric vyrobkl
izolovana tiemi riznymi metodami izolace (magnetickymi ¢asticemi F79/L3-PLL, komerénim
kitem a fenolovou extrakci). Kvalita izolované bakterialni DNA byla vyhodnocena s ohledem
na mnoZzstvi a Cistotu spektrofotometricky. Izolovana DNA byla néasledné pouzita za ufelem
ovéfeni pritomnosti deklarovanych bakterialnich rodf a druhii pomoci polymerazové fetézové
reakce vredlném cCase a specifické PCR produkty byly podrobeny agarézoveé gelové
elektroforéze.

byly ziskany izolaci magnetickymi nosi¢i. Z hlediska cistoty DNA bylo pro izolaci
nejvhodnéj§i pouziti komercniho kitu, naopak nejvice znecisténa byla DNA izolovana
magnetickymi ¢asticemi.

Ptitomnost vyrobcem deklarovanych bakteridlnich rodi a druhii byla ovéfena v piipadé
probiotického vyrobku Linex® Forte a Biopron 9 Premium, pti¢emz v obou téchto vyrobcich
byla navic zjiSténa pfitomnost bakteridlnitho druhu Lbc. paracasei, ktery neni vyrobcem
deklarovan. V ramci vyrobku GS Laktobacily Forte 21 nebyla ovéfena piitomnost
deklarovaného rodu Bifidobacterium a bakteridlnich druhit Lbc. plantarum a Lbc. rhamnosus.
Naopak zde byla zjisténa ptitomnost bakteridlniho druhu Lbc. casei a Lbc. acidophilus, které
vSak nejsou vyrobcem deklarovany.

V posledni ¢asti diplomové prace bylo testovano osm sad primert (VIF-HRM a VIR-HRM,
CHAU-V3F a CHAU-V3R, CHAU-V6F a CHAU-V6R, LAC2 a LAC4, LAC1 aLAC2, P1V1
a P2V1, poxcDNAFw a poxPromRVC, poxcDNAFw a poxPromRVT) za ucelem rozliSeni
bakterialnich druhti rodu Lactobacillus a za i¢elem jejich identifikace ve smési v probiotickych
doplicich stravy. Jako nejvhodnéjsi pro rozliSeni bakteridlnich druhii rodu Lactobacillus byly
vyhodnoceny primery VIF-HRM a VIR-HRM, poxcDNAFw a poxPromRVC/poxPromRVT.
Déle bylo zjisténo, Ze metoda izolace DNA miize c¢aste¢né ovlivnit vysledné kiivky tani
komplexnich vzorkli. Kombinace nékolika molekularné biologickych metod je zasadni pro
jednoznacénou analyzu obsahu jednotlivych kmentl.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AT par — adenin-thyminovy par

bp — par bazi

BMK - bakterie mlécného kvaseni

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2’-deoxynukleotid-5 -trifosfat

dsDNA — dvojvldknova DNA

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

EFSA — European Food Safety Authority

FDA - Food and Drug Administration

GC par — guanin-cytosinovy par

GRAS — generally recognized as safe

HRM - vysokorozliSovaci analyza kiivek tani

MO — mikroorganismus

PCR — polymerazova fetézova reakce

qPCR — kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case
QPS — Qualified Presumption of Safety (,,Kvalifikovany odhad bezpecnosti*)
RNA - ribonukleova kyselina

SDS — dodecyl sulfat sodny

Tag DNA-polymeraza — termostabilni enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus
TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TEM — transmisni elektronovy mikroskop

TE pufr — Tris-EDTA pufr

UV — ultrafialové svétlo
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High resolution melting analysis for identification of strains beloging to the
Lactebacillus casei group

Jana Koneéna, Monika Knapkova, Eva Chvalkovska, Alena Spanova, Bohuslav Rittich,
Vaclav Brazda

Brno University of Technology, Faculty of Chemistry, Institute of Food Science and
Biotechnology, Purkyiiova 118, 612 00 Brno, Czech Republic, xckonecnaj@fch.vut.cz

Abstract

Molecular methods based on the amplification of 168 ribosomal RINA gene analysis are more rapid, reliable, and
reproducible and have greater sensitivity. High resolution melting (HRM) curve analysis is a simple, low-cost,
closed tube method for amplicon discrimination and easy connection with real-time polymerase chain reaction
(PCR). In this contribution, we report rapid species identification of strains belonging to the Lactobacillus casei
group using HRM-PCR. Three different DNA isolation methods were used in this work: phenol extraction,
separation using magnetic particles and commercial kit. Two sets of targeted gene fragments primers (groEL|
BSH) were tested for amplification of the 165 rRNA gene Use of groEL primers pair successfully identify
strains belong to the Lactobacillus casei group. The variance between used extraction methods for evidence of
HRM curves was found.

Keywords: Lactobacillus casei; DNA isolation; High-Resolution Melting Analysis
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