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ABSTRAKT

Probiotické druhy bakterii mlé¢ného kvaseni rodu Lactobacillus hraji dilezitou roli v travicim
traktu Clovéka, napf. chrani pfed patogennimi mikroorganismy. Laktobacily jsou soucasti
ruznych potravinovych vyrobkti. Detekovat a identifikovat baktérie mlécného kvaSeni rodu
Lactobacillus 1ze pomoci polymerdzové tetézové reakce (PCR) se specifickymi primery
LbLMAT a R16. V experimentalni ¢asti této prace byla izolovana DNA z probiotického
vyrobku Actimel Natur metodou fenolové extrakce. Pomoci PCR v redlném case byly
amplifikovany specifické produkty PCR, které byly detegovany pomoci fluorescencniho
interkala¢niho barviva SybrGreen. Specificita amplifikovanych produktii PCR byla ovétena
pomoci kiivky tani (T, 85°C) a pomoci agarosové gelové elektroforézy (byl amplifikovan
produkt velikosti 250 bp).

ABSTRACT

Probiotic lactic acid bacteria of genus Lactobacillus play an important role in the digestive
tract of human, e.g. protect against pathogenic microorganisms. Lactobacilli are often present
in various food products. Lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus can be detected by
polymerace chain reaction (PCR) using specific primers LbLMA1 and R16. The bacterial
DNA was isolated from Actimel Natur probiotic product by the phenol extraction method.
DNA was amplified using real time PCR. Specific PCR products were detected using
fluorescent intercalaction dye SybrGreen. The specific PCR products were verified by melting
curve analysis (T, 85°C) and by agarose gel electrophoresis (PCR products of 250 bp was
amplified).

KLICOVA SLOVA
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1 UVOD

Béhem poslednich let je vénovano znacné usili zlepSeni zdravotniho stavu populace
modulaci stfevni mikroflory hostitele prostfednictvim zivych mikroorganismi, které jsou
oznacovany jako probiotika. Probiotika se definuji jako zivé nepatogenni mikroorganizmy,
které po osidleni traviciho traktu ptsobi prospé$né na zdravi hostitele [1, 2].

V soucasnosti jsou mezi probiotika fazeny predevsim baktérie mlécného kvaSeni (BMK)
rodu Lactobacilllus a zéastupci rodu Bifidobacterium [3]

Baktérie rodu Lactobacillus jsou skupinou téch nejvyuzivanéjsich. Vyuzivani probiotickych
druhti laktobacili v potravinovych vyrobcich vyzaduje jejich charakteristiku a jednozna¢nou
identifikaci. K tomu se vyuzivaji predev§im moderni molekuldrné genetické metody [4].



2 TEORETICKA CAST

2.1  Probiotika, prebiotika a synbiotika

2.1.1 Probiotika - definice

Oznaceni ,,probioticky* pochazi zfectiny, volné pielozeno znamena ,pro Zivot“ a je
protikladem oznaceni antibioticky [5]. Probiotika se pivodné definovaly jako zivé
nepatogenni mikroorganizmy, které po osidleni traviciho traktu plisobi prospésné na zdravi
hostitele. Soucasna definice je S§irSi: ,,Probiotika jsou latky nebo produkty obsahujici
v dostate€ném mnozstvi zivotaschopné mikroorganizmy, které po implantaci nebo kolonizaci
zméni mikrofloru v urcitém anatomickém misté¢ hostitele, coZz se projevuje zdravotné
prospésnymi ucinky. To znamend, Ze probiotické plsobeni takovych mikroorganizmli neni
omezeno jen na travici trakt, ale mize se uplatnit napt. i v mocovo-pohlavnim traktu [2].
Obecn¢ se jedna o bakterie, véetné pravych jogurtovych bakterii, které jsou odolné viici
nepfiznivému prostiedi v Zaludku ¢loveka, tj. vici nizkému pH, proteolytickym enzymim
a zejména proti lysozymu, ktery zptisobuje lyzi bakterii. Probiotické bakterie jsou v zazivacim
traktu odolné 1 vici zluCovym kyselindam a nizkému povrchovému napéti [S]. Probioticka
terapie je zkoumana s cilem vylé€it ¢i zabranit fad€ gastrointestinalnich chorob a poruch [1].

2.1.1.1 Probiotika a jejich zdravi prospéSné vlastnosti

Mikroorganismy, které jsou vyuzivany jako probiotika, musi spliiovat fadu kritérii, ktera
zarucuji jejich bezpe¢né uzivani, a kterd maji prokazatelné ucinky. Pokud se pusobeni
probiotik vaze na oblast zazivaciho traktu, zejména tlustého stieva, musi se tyto bakterie
dostat Gspésn€ na misto svého urceni [3]. Je rovnéZ nutné, aby mély dobré technologické
vlastnosti, aby mohly byt pouzity pro vyrobu a pro zaclenéni do potravinaiskych vyrobki bez
ztraty zivotaschopnosti a funkcénosti. Nesmi vytvaret nepiijemné piichuté nebo textury [6].
Zcela zasadni je vyloucCeni jakychkoliv patogennich vlastnosti, protoze uziti probiotik musi
byt pro lidsky organismus zcela bezpecné. Podavaji se zasadn€¢ v zivém stavu. Pfiprava
vyrobki s probiotickymi vlastnostmi musi probihat takovym zpiisobem, aby nedoslo ke ztraté
zivotaschopnosti kultur a aby mnozstvi mikroorganismii bylo dostatecné [3].

Z existujicich dikazti je zpisob ucCinku probiotickych kment pravdépodobné
multifaktorialni. Rada probiotickych kmenti byla vyhodnocena s riznym stupném uspésnosti
z hlediska protipriiyjmovych vlastnosti. Probiotické kmeny inhibuji patogenni bakterie in vitro
a in vivo pomoci n¢kolika riznych mechanismi. Patii mezi n€ syntéza inhibi¢nich latek (napf.
bakteriocinil), snizeni pH pomoci produkce kyseliny mlécné ¢i mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (které jsou samy o sobé piimo inhibi¢ni pro urcité patogeny), soutéz o ziviny
a adhezi v urcitych mistech stfevni stény a jiné [1].

K nejzndméj$im zéastupctim probiotik patii zejména bakterialni druhy Lactobacilllus casei,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
longum a tada dalSich. Pusobeni téchto bakterii ma obvykle shodné ucinky v prevenci
urcitych onemocnéni. V 1é¢bé se ale mohou vyuzivat pouze urcité kmeny [3].

2.1.2 Prebiotika

Prebiotika jsou definovéana jako nestravitelnd soucast potravy, ktera slouzi jako substrat pro
rust a stimulaci funkce probiotickych mikroorganismii prospéSnych pro lidské zdravi.
Prebiotika prochazeji gastrointestinalnim traktem az do tlustého stfeva, aniz by byla natrdvena



enzymy traviciho traktu. K jejich Stépeni dochazi az stievnimi bakteriemi, které prebiotika
hydrolyzuji na monomery, nezbytné pro vyzivu kolonocytli a mikrobidlni flory. Mezi
prebiotika se fadi oligosacharidy (hlavné fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy
a laktul6za), inulin, laktinol a nékteré polysacharidy. Zatim jsou nejlépe prozkoumané
prebiotické fruktooligosacharidy (FOS) [7]. VétSina v soucasnosti vyuzivanych prebiotik se
vyskytuje jako pfirozend slozka v zeleniné naptf. v cibuli, ¢esneku, artiCocich, porku nebo
¢ekance, v men$i mife i v obilovindch, ve fazolich a hrachu. Mnoho znich je jiz dnes
komercné dostupnych a vyuzivaji se jako ptisady do funkénich potravin. Tyto latky nemaji
zadné genotoxicke, toxické nebo kancerogenni vlastnosti. Jsou mirn¢€ laxativni, pii uzivani
velkych davek ale zplsobuji nadymaéni [8]. Podavani prebiotik zplisobuje celkové zlepSeni
sttevnich funkci, vede k upravé zacpovych a prijmovych stavii a k potlaceni rtistu patogent.
Slibné jsou také vysledky studii, které byly zaméteny na sledovani zvySeni absorpce
minerali, predev§im vépniku a hot¢iku, které je umoznéno snizenim pH ve stievech
(zvysenou produkci kyselin). ZlepSeni absorpce mineralii snizuje riziko vzniku osteopordzy
a ,,posiluje* kosti [8].

2.1.3 Synbiotika

Tento termin se pouziva pro soucasnou pritomnost prebiotik a probiotik. Jelikoz termin sam
evokuje pojem synergizmu, je disledné rezervovan pro takové situace, kdy pfitomné
prebiotikum skute¢né selektivné favorizuje pfitomné probiotikum. V pfisném slova smyslu
produkt, ktery by obsahoval oligofruktosu a bifidobakterie, vyhovuje této definici synbiotika,
kdezto produkt obsahujici oligofruktosu a napt. Lactobacillus casei nikoliv, nebot
Lactobacillus casei sam oligofruktosu nemetabolizuje ac je probiotikem [9].

2.2 Potraviny obsahujici probiotika

K nejbéznéjSim zdrojim probiotik patii zejména kysané (fermentované) mlécné vyrobky.
Probiotické mlécné vyrobky zaznamenaly v poslednich letech v mlékarenstvi znacny
rozmach. Mezi potraviny s nezanedbatelnym obsahem probiotickych kultur také fadime
vysokodohtivané tvrdé syry, mlénym kysanim konzervovanou zeleninu (kysané zeli,
rychlokvaSené okurky) a S§tavu z kysaného zeli. Opomijenym, ale dnes také dilezitym
zdrojem jsou usSlechtilé suché salamy. Naopak méné vyhodné z hlediska obsahu probiotickych
kultur jsou termizované dezerty a tavené syry. Pii vybéru potravin s probiotickymi kulturami
je tfeba se o potravin¢ informovat. Je totiz nutné, aby potravina obsahovala dostatecné
mnozstvi probiotickych kultur. Nékteré potraviny obsahuji minimdlni, zdkonem stanoveny
pocet probiotik, jiné obsahuji nékolikanasobné vice téchto mikroorganismu. Takové potraviny
mivaji obvykle krat§i dobu trvanlivost, a proto je musime uchovavat v chladu [7].
V probiotickych produktech, napi. v jogurtech nebo v acidofilnim mléce, maji byt k datu
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vyssi koncentraci maji ve stievé pozadovany zdravi prospésny ucinek [5].

2.2.1 Zakysané mlé¢né vyrobky

Mezi zakysané mlécné vyrobky s obsahem bakterii mlééného kvaseni fadime jogurt,
jogurtové mléko, acidofilni mléko, kefir, kefirové mléko, kysané mléko nebo smetanovy
zakys, kysanou nebo zakysanou smetanu, kysany mlécny vyrobek s bifido kulturou a kysané
podmasli. Pii vyrobé zakysanych mlécnych vyrobkii jsou v soucasnosti pouzivany Cisté
mlékatské kultury [7]. Dnes patii k probiotickym vyrobkim téméf vSechny tekuté, zakysané



mlécné vyrobky jogurtového typu, které obsahuji predevsim bifidobakterie nebo laktobacily.
Stale vétsi pocet mlékarenskych firem rozsifuje sviij sortiment vyrobkd pravé o zakysané
mlécné népoje, jako jsou kyska, kefirové mléko apod. [7]. Mnozstvi a pouzité druhy
mikroorganismi v nékterych mléénych vyrobcich jsou uvedeny v Tab. 1. Mnozstvi je
uvadéno v jednotkach tvoricich kolonie (KTJ)/100 g.

2.2.2 Syry

Pii vyrobé tvrdych syrti se pouzivaji termofilni syrarské zakysové kultury, nejCastéji
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactobacillus
helveticus a Lactobacillus casei. Tyto bakterie jsou specifické pro vyrobu tvrdych syra
ementalského a grojského typu, parmazanu, eidamu, goudy, holandské cihly a saldmového
syru. Pouzivaji se také pii vyrobé tvarohovych a mékkych syrt. Pro ostatni tvrdé syry se
uzivaji jiné bakteridlni rody a druhy, které nejsou fazeny mezi probiotické kmeny nebo nejsou
zastoupeny v klinicky vyznamném mnozstvi [7].

2.2.3 Tvrdé salamy

Bakterie mléc¢ného kvaseni se v masném primyslu pouzivaji pro svou vysokou odolnost
a schopnost potlacovat riist patogennich gramnegativnich mikroorganismi. Od roku 1995
existuje védecka komise pro zvazovani ptiznivého vlivu probiotik z uSlechtilych suchych
salaml na lidsky organismus. V roce 2002 byl objeven a popsan novy druh, typicky pro
fermentované masné produkty. Jde o Lactobacillus vermoidensis, ktery je v uslechtilych
suchych salamech. Fermentované suché uSlechtilé¢ salamy (u néas napt. uherského typu)
predstavuji organolepticky vynikajici a pfitom vydatny zdroj probiotickych kultur, které jsou
pro lidsky organismus prospésné [7].

2.2.4 Kysana zelenina

Vyznamnym zdrojem probiotickych bakterii je také mléénym kysanim konzervovana
zelenina, jako je naptiklad kysané zeli, rychlokvasené okurky a Stdva z kysaného zeli [7].
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Tab.1 Mnozstvi a druh mikroorganisml obsazenych v mléénych vyrobcich [7].

Druh vyrobku

Pouzité mikroorganismy

Mnozstvi mikroorganismu
(KTJ/100g)

Acidofilni mléko

Lactobacillus acidopohillus a
dalsi mezofilni, ptip.
termofilni kultury bakterii
mlécéného kvaseni

10°

Jogurty

Symbioticka smés
Streptococcus salivarius
subsp. termophilus a
Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus

107

Kysané mlé¢ko vcetné
smetanového zakysu,
podmasli a kysana smetana

Monokultury nebo smésné
kultury bakterii mlééného
kvaseni

10°

Kefir

Zakys piipraveny

z kefirovych zrn, jehoz
mikroflora se sklada

z kvasinek zkvasujicich
laktézu a nezkvasujici
laktozu (Saccharomyces
cerevisiae) a baktérie rodu
Leuconostoc, Lactococcus a
Aerobacter

Bakterie mlééného kvaseni
10°, kvasinky 10”

Kefirové mléko

Zékys skladajici se

z kvasinkovych kultur rodu
Kluyveromyces, Torulopsis
nebo druhu Candida valida a
mezofilnich a termofilnich
kultur bakterii mlé¢ného
kvaSeni v symbiodze

Bakterie mlé¢éného kvaseni
10°, kvasinky 10°

Kysany mlé¢ény vyrobek s
bifidokulturou

Bifidobacterium sp.

v kombinaci s mezofilnimi a
termofilnimi bakteriemi
mlécného kvasSeni

10° Bifidobakterie

KTJ.. kolonie tvoftici jednotky
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2.3  Charakteristika bakterii mlééného kvaseni (BMK)

Potravinatfsky mikrobiolog rozumi pod timto pojmem zpravidla skupinu kokovitych
i tyCinkovitych bakterii zahrnujici nékteré druhy rodh: Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Bifidobacterium [5]. V klasické
monografii Dana Orla-Jensena (1919) [5] pojednavajici o BMK se hovofi: ,,Pravé bakterie
mlécného kvaseni tvoifi velkou pfirozenou skupinu nesporulujicich grampozitivnich kokl a
tyCinek, které fermentuji sacharidy za fakultativné anaerobnich podminek a tvoii pfitom
hlavné kyselinu mlé¢nou‘ [5]. Fylogeneticky strom BMK a piibuznych bakterii je uveden na
obr. 1.

Oenococcus

Streptococcus

Lactococcus

Enterococcus,
Melissococcus,
Tetragenococcus
Vagococcus / :
Carnobacterium = /
Lactosph . A\ Lactobacillus

Aerococcus

Alloiococcus
Dolosigranulum

Propionibacterium

Bifidobacterium

Obr. 1 Fylogeneticky strom BMK a pfibuznych grampozitivnich baktérii s nizkym a vysokym obsahem G+C
v DNA [10].

BMK se nevyskytuji pouze v mléce a fermentovanych mlécnych produktech, nachazeji se
1 na intaktnich a rozkladajicich se rostlinach a ve stfevech lidi a zvitat [5]. Pravdépodobné
nejvice studovand probiotika patii do rodu Lactobacillus [1].

2.3.1 Rozdéleni rodu Lactobacillus podle metabolismu

Rod Lactobacillus je rozdélen z hlediska typu fermentace do tfi skupin. Do skupiny I patii
obligatné homofermentativni lactobacily. Zkvasuji hexozy témét vyluéné na kyselinu
mlécnou (>90 %). Tyto baktérie rostou spiSe pii vysSich teplotich kolem 45°C. Do této
skupiny patfi vSechny termobakterie a dal$i nové popsané druhy. Patfi sem napf. L.
delbrueckii ssp. delbrueckii, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. delbrueckii ssp. lactis, L.
acidophilus, L. salivarius a dalsi [5].
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Skupinu II tvoti fakultativné heterofermentativni laktobacily, které hexozy zkvasuji hlavné
na kyselinu mléénou (>90 %). Pii nedostatku glukézy produkuji nékteré druhy kyselinu
octovou, ethanol a kyselinu mravenci. Pent6zy zkvasuji pomoci indukovatelné fosfoketolazy.
Teplota rastu se pohybuje okolo 15°C. Patii sem napiiklad L. plantarum, L. pseudoplantarum,
L. casei ssp. casei, L. rhamnosus, L. curvatus a dalsi.

Skupinu III tvofi obligatné heterofermentativni laktobacily, které zkvaSuji hexdzy na
kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou (pfipadné ethanol) a CO,. Pentdzy zkvasuji na kyselinu
mlécnou a kyselinu octovou. Teplota optimalniho ristu se pohybuje vétSinou okolo 45°C.
Tato skupina obsahuje v Orla-Jensenovém pojeti heterofermentativni laktobacily tvotici plyn
s ptivodnim pojmenovani betabakterie a jiné nové popsané druhy. Patii sem L. bifermentas, L.
brevis, L. buchneri, L. confusus, L. divergens, L. fermentum a dalsi [5]. Morfologie bunéck
nekterych druhti Lactobacillus jsou uvedeny na obr. 2, obr. 3 a na obr. 4

Obr. 3 Lactobacillus casei [11].
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Obr. 4 Lactobacillus brevis [11].

2.4  Identifikace lactobacilii v potravinach

Identifikace laktobacilli ve vzorcich potravin byla provadéna doneddvna hlavné pomoci
biochemickych a fenotypickych metod. Tyto metody jsou slozité, zdlouhavé a ne vzdy davaji
spravné vysledky. Molekuldrni techniky pfedstavuji velmi U€inné nastroje pro typizaci,
identifikaci a charakterizaci vSech bakterii potravinového fetézce [12]. Velmi Casto se vyuziva
metoda polymerazové tetézové reakce (PCR). Metoda PCR pro identifikaci bakterii rodu
Lactobacillus byla popsana v roce 2002 [13].

2.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR) konven¢ni

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je nejbéznéji uzivand metoda
amplifikace nukleové kyseliny. Konvencéni PCR je zékladni metoda, ktera se pouziva jak pro
vyzkumné Ucely ve védeckych laboratofich, tak pro diagnostiku mikroorganismii vcéetné
probiotickych bakterii v provoznich laboratotich [14].

PCR je enzymova metoda in vitro slouZici k syntéze definovaného useku DNA, pro né&jz
jsou k dispozici oligonukleotidové primery komplementarni k 3’- a 5”’-koncovym sekvencim
useku DNA, jenZ ma byt amplifikovana [15]. Metoda PCR byla zavedena v roce 1983 Kary
Mullisem. Za tento objev mu byla udé€lena v roce 1993 Nobelova cena. Metodou PCR lze
syntetizovat z jedné molekuly DNA pfiblizné¢ 100 miliard kopii a to za nékolik hodin [12].
PCR byla popsana jako metoda pro detekci nékterych mikrobt [14].

2.4.2 Komponenty PCR a reakéni podminky

Na realizaci PCR jsou potfeba nésledujici komponenty:

= Templatova DNA, kterd slouZi jako matrice pro syntézu novych fetézci DNA. Do
PCR se ptidava v jednotetézcové nebo ve dvouretézcové forme. Tato DNA obsahuje
cilova mista pro primery [12].

= Primery jsou dva chemicky syntetizované oligonukleotidy slozené obvykle z 20 — 25
nukleotidd, jejichZ sekvence je komplementarni sekvencim na okrajich useku DNA
uréen¢ho k amplifikaci. Kazdy primer pouzivany v PCR obvykle obsahuje pfiblizné
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stejné mnozstvi vSech Ctyf bazi s rovnomérnym zastoupenim cytozinu a guaninu. Je
navrzen tak, aby nevznikaly sekundarni struktury [12]. Pro identifikaci bakterii rodu
Lactobacillus byly navrzeny rodové specifické primery LbLLMA1 aR16 — 1 [13].
DNA polymeraza katalyzuje syntézu nového DNA fetézce ve sméru 5" — 3'podle
sekvence nukleotidii v komplementarnim fetézci DNA navdzaného primery. Existuje
cela fada polymerdz, které¢ se daji pro PCR vyuzit a které se li§i ve vykonnosti,
piesnosti a také ucinnosti syntézy nového fetézce. Nejcastéji se pouziva termostabilni
Taq polymerdza izolovana ztermofilniho druhu Thermus aquaticus, ktery Zzije
v horkych pramenech.

dNTP (2’-deoxynukleosid-5'-trifosfaty) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) jsou zakladni
slozky (stavebni kameny) pro syntézu nového fetézce DNA. Optimalni koncentrace
deoxynukleosidtrifosfati byva 200 — 250 uM. ZvySena koncentrace dNTP inhibuje
PCR reakci tim, Ze vyvazuje ionty Mg®" [12].

Mg®" ionty jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerizy. Obvykla koncentrace
hotecnatych iontli v PCR smési je pii1 pouziti Taq DNA polymerazy 1- 4 mM, piicemz
zména jejich koncentrace mize vyrazné ovlivnit vysledek reakce. Vyssi koncentrace
Mg”" sniZuje specificitu primerti a naopak niz§i koncentrace vede k inaktivaci DNA
polymerazy [12].

PCR pufr zabezpecuje stalé pH prostiedi. Jeho dulezitou slozkou jsou hote¢naté soli
obvykle ve formé MgCl,. Standardni reakéni pufr obsahuje 10 mM Tris HCI (pH 8,3-
8,8), S0mM KCI, 1,5mM MgCl,. Do zakladniho reakcniho roztoku se nékdy
pridavaji i dalsi slozky, které zlepSuji ¢innost DNA polymerazy nebo destabilizuji
sekundarni struktury DNA [12].

PCR voda se pouzivd pro doplnéni PCR smési. Nejvhodnéjsi je voda o odporu
18 MQ nebo voda pro injekce dle CSN [12].

Termocyklér

Termocyklér je programovatelny termostat, ktery umoziuje rychly prechod mezi riiznymi
teplotami. Hlavni pozadavky jsou kladeny na ptesnost teploty a rychlost piechodu mezi
jednotlivymi teplotami. V soucasné dob¢ existuje celad fada vyrobct téchto piistrojl s riznymi
typy vyhtivani a chlazeni, v€etné mechanického pfemistovani mezi jednotlivymi teplotnimi
laznémi [15].

24.4

Amplifikace DNA a vznik PCR produkti

V PCR se amplifikuje DNA ve vice cyklech za vzniku specifického PCR produktu
(amplikonu). Jeden cyklus PCR se sklada ze 3 kroki:

Denaturace templatu: tohoto efektu je dosazeno zvySenim teploty na 95°C. DNA je
denaturovéana zpravidla po dobu 1 — 5 minut. Je dulezité, aby doslo ke kompletnimu
oddé€leni obou vlaken. Jinak by totiz mohlo dojit k velmi rychlé renaturaci celé
molekuly, coz by zabranilo interakci vlaken DNA s primery [15].

Hybridizace primeriu: timto druhym krokem je renaturace, pii niz je reakéni smés
ochlazena na zvolenou teplotu, kterd se pohybuje obvykle kolem 55°C [15]. Teplota
hybridizace primert zavisi na jejich teploté tani a na teploté tani templatové DNA
[12]. Teplota vhodné pro hybridizaci zavisi na délce oligonukleotidli a na zastoupeni
A-T a G-C part (tfi vodikové miistky mezi G-C, zvySujici stabilitu dvouietézce a tim 1
denatura¢ni teplotu) [15]. Pokud je teplota pfili§ vysoka, primery hybridizuji slabé
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a mnozstvi amplifikované DNA je malé. Naopak pii pfiliS nizké teplot¢ dochazi
k nespecifické hybridizaci primert a k amplifikaci nezddoucich fragmentti DNA [12].

= Syntéza nového komplementarniho fetézce: dochazi k elongaci DNA vlékna,
béhem kterého DNA polymeraza piiklada k 3’OH konci primeru nukleotidy, které se
vazou na novy fetézec podle komplementarni sekvence templatu. Teplota je v piipadé
pouziti Taq polymerdzy pii tomto kroku zvysSena na 72°C, coz je teplotni optimum
tohoto enzymu [12].

2.4.5 Detekce PCR produktii pomoci agarosové gelové elektroforézy

Vznikly amplikon (PCR produkt) se vkonvenéni PCR detekuje pomoci gelové
elektroforézy na agardse. Agarosa se za horka rozpousti a po ochlazeni tvofi gel, ve kterém se
helikalni vladkna agardsy spojuji do trojrozmérnych struktur [12]. Elektroforéza patfi mezi
elektromigra¢ni metody a principem je pohyb castic v elektrickém poli. Fragmenty DNA jsou
déleny v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti. Soucasn¢ s PCR produktem se ponecha
migrovat i DNA standard, ktery obsahuje fragmenty DNA znamé velikosti (v bp) a ktery umozni
urcit velikost amplikonu [15].

2.5 PCR v realném case

V soucasné dobé¢ se stale vice pouziva PCR umoziujici pfimou kvantifikaci PCR produkt
v pribéhu amplifika¢ni reakce — PCR v realném case. Kvantifikace molekul nukleovych
kyselin je dalezitd pii stanoveni mnozstvi cilové DNA v analyzovaném vzorku napt. pii
kvantifikaci probiotik apod. [16].

PCR vredlném case urychlila rozsSifeni PCR v béznych diagnostickych laboratofich,
protoze je rychlejsi, citlivéjsi a reprodukovatelna. RovnéZz nebezpec¢i kontaminace je
minimalni. Neni to tedy jenom technologie, kterd se zménila se zavedenim PCR v redlném
¢ase, ale 1 praktické vyuzivani této metody [14].

2.5.1 Princip metody

Principem PCR v redlném case je rychlé a presné stanoveni produktli PCR bezprostiedné
po jejich vzniku, v kazdém jednotlivém cyklu PCR. PCR v redlném Case se provadi pomoci
piistroji zvanych cykléry, které umoziuji jak opakovanou zménu teplot potfebnou pro
amplifikaci DNA, tak detekci fluorescence v kazdém cyklu PCR [17].

Detekce a kvantifikace fluorescenc¢niho signalu se provadi ve specidlnim zafizeni, kde je
detekovana fluorescence a monitorovan postup PCR bez nutnosti detekovat produkty PCR
(amplikony) elektroforeticky [16]. K detekci amplifikaénich produkti mohou byt pouZzity
ruzné postupy, které jsou zaloZeny na stanoveni zmeény intenzity fluorescen¢niho zareni
behem amplifikace [18].

Pro detekci amplikont v pritbé¢hu PCR v redlném Case se vyuzivaji tfi postupy [16] :

¢ Interkalacni barvivo vazajici se na DNA

e Fluorescencné znacend sonda vézajici se na stiedni ¢ast amplifikovaného
produktu

e Fluorescencné znacené hybridiza¢ni sondy, které se vazou tésné vedle sebe na
¢ast amplifikovaného produktu
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2.5.2 Kvantifikace

Vyhodou PCR v redlném case oproti konvencni PCR je moznost piesného stanoveni poctu
kopii templatové DNA v analyzovaném vzorku. V prubéhu amplifikace se porovnava hodnota
fluorescence a cyklus PCR, ve kterém je detekovan nartst fluorescence nad pozadim
prirozené fluorescence (hodnota Ct, tzv. treshold cycle — fluorescencni prah). Kvantifikace je
zalozena na zjiSténi, ze existuje linedrni vztah mezi logaritmem vychoziho poctu
templatovych kopii DNA a hodnotou Ct ptislusné amplifikacni kiivky. Cim vétsi je mnoZzstvi
amplifikované DNA ve vzorku, tim diive (po menSim poctu cykli PCR) je detekovéna
fluorescence a naopak. Pro kvantifikaci se pouziva standardni kiivka, ktera je konstruovana
s vyuzitim amplifikace znamych mnozstvi DNA. Pokud amplifikujeme vzorek o neznamé
koncentraci spole¢n¢ se standardy o znamé koncentraci, mizeme zjistit vychozi pocet
molekul ve vzorku [17]. Na obr. 5 A jsou uvedeny 3 amplifikacni kiivky ziskané po
amplifikaci rizného mnozstvi DNA (N,); az (N,);. Na obr. 5 B je znazornéna kalibracni
piimka. Pomoci kalibra¢ni kiivky se stanovi koncentrace DNA v neznamém vzorku.

A g {N0)1=103 B e
& 2 KALIBRACNI PRIMKA
2| (Ng)p=10
= )= .
g Ja= ZD
= <
s g
N Ny = vychozi koncentrace
Jub}
k= C; = “threshold cycle”
Sl P ___j _fluorescengni Spmmmm l ‘ g
| I prah 24 - - - - - - + - -
| | | |
| 1 14 - = - - - - JFT E.
I | | | |
1 | | 1 | |
(C); (CY, (Cpy potetcykli (C)y (CPy (Cy Ct

Obr. 5 A, B Amplifikacni ktivky a kalibra¢ni piimka [17].

2.5.3 Detekcni systém

Prvnimi znackami, pouzivanymi pro detekci akumulace produktu béhem PCR v redlném
case, byla interkala¢ni barviva napt. (SYBR Green I), jejichz fluorescencni aktivita vzriista po
vazbé na dvoufetézcovou DNA. Vzhledem k tomu, ze béhem PCR vznikd dvoufetézcovy
produkt, jehoz mnozstvi zpravidla vyrazné prevysSuje pocatecni mnozstvi dsDNA, lze pomoci
interkala¢nich barviv sledovat prib¢h amplifikace.

Velkou nevyhodou pro vyuzivani interkalacnich barviv je skutecnost, ze detekuji vesSkerou
dsDNA pftitomnou v reakéni smési vcetn€ nespecifickych produkti, které i pii velmi peclivé
optimalizaci metody velmi Casto vznikaji [17]. Proto byly vypracovany dal§i postupy
s vyuzitim DNA sond. Pouziva-li se k detekci amplikonti fluorescencni barvivo, je tfeba
oveftit specificitu amplikont.

2.5.4 Analyza pomoci krivKky tani

Analyza vyuzivajici kiivky tadni je metoda, ktera se pouziva pii pouziti interkala¢nich
barviv k odliseni specifickych a nespecifickych produktti PCR reakce. Sleduje se teplota tani
amplikonti, kterd je dand hodnotou T, (teplota, pii které je denaturovano 50%
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dvouretézcovych amplikontl). Tani DNA mtzZeme po skonceni PCR v realném case sledovat
tak, ze roztok obsahujici dsDNA (PCR produkty) nejprve ochladime na teplotu nizsi nez je
ocekavana T, produktli, a pak je postupné ohiivame az k bodu varu (na teplotu vyssi nez je
o¢ekavand T,) a méfime pfitom fluorescenci. Plati, ze fluorescence interkalacniho barviva je
piimo Umérnd mnozstvi dsDNA pfitomné v reakéni smési. Se zvySujici se teplotou a
denaturaci PCR produktti se hodnota fluorescence snizuje. Pokud vyneseme intenzitu
fluorescence proti teploté, dostaneme kiivku, ktera nédhle strmé klesa (obr. 6 A). Teplota Ty, v
inflexnim bod¢ kiivky se rovna teploté tani a lze ji snadno zjistit zderivovanim intenzity
fluorescence (druha derivace). V grafu zavislosti druhé derivace intenzity fluorescence na
teploté se jako vrchol ,,peaku" objevi hodnota Ty, (v °C) (obr. 6 B). Detekce nespecifickych
PCR produktii pii pouziti interkalanich barviv vyuziva predpokladu, ze nespecifické PCR
produkty maji odlisSnou (obvykle nizsi) hodnotu T,, nez produkty specifické [17]. Hodnota Ty,
je specificka pro urcity PCR produkt, protoze zévisi na jeho sekvenci nukleotidd.

. KRIVKA TANI

-

: DERIVACE KRIVKY TANi

m

specifické
produkty

/

nespecifické
produkty

intenzita fluorescence
intenzita fluorescence
(druha derivace)

I
I
I
% !
I
T

teplota teplota

Obr. 6 A, B Analyza kiivek tani [17]
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace je pojednat o potravinach obsahujicich probiotika
a o identifikaci baktérii mlécného kvaSeni rodu Lactobacillus pomoci PCR a PCR v readlném
case. Experimentalnim cilem bakaléiské prace bylo izolovat DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR
z probiotického vyrobku Actimel Natur a prokdzat v ném piitomnost DNA bakterii rodu
Lactobacillus s vyuzitim PCR v redlném case.
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4 MATERIAL A METODY

4.1  Pouzity probioticky mléény vyrobek
Actimel Natur (DANONE). Prodavajici v CR: DANONE a.s, Vinohradska 2828/151,
130 000 Praha 3, CR. Fotografie vyrobku je uvedena na obr. 7

Datum spotieby: 21. 10. 2009
Slozeni: mléko, cukr, glukdza, jogurtovad kultura a Lactobacillus casei Imunitass®. 100 ml

vyrobku obsahuje min 10% doporucené denni davky vapniku (110 mg/100 ml) [19]. V Tab. 2
jsou uvedeny prumérné vyzivoveé hodnoty ve 100 ml vyrobku Actimel.

:

I2wW110%

Obr. 7 Fotografie vyrobku Actimel Natur [19]

Lactobacillus casei se ve vyrobku Actimel nachazi v mnozstvi 10° (KTJ/ml), tj. 10" KTJ
vjedné porci. Actimel dale obsahuje baktérie Lactobacillus bulgaricus (107 KTJ/ml) a
Streptococcus thermophilus (10° KTJ/ml), tj. dal§i dva druhy b&Zné se vyskytujici v jogurtu
[19].

Tab. 2 Primérné vyzivové hodnoty ve 100 ml vyrobku Actimel Natur [19].

Actimel Natur 0,1 % tuku
Vyuzitelnd energie 146 kJ / 34 kcal
Bilkoviny 29¢g
Sacharidy 5lg
Tuk méné nez 0,1 g
Vlaknina (inulin) 20¢g
Objem vyrobku 96,15 ml
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4.2

Chemikalie a roztoky

Vsechny chemikalie byly v Cistoté p. a. Roztoky byly pfipravovany ze sterilnich roztokd.
Redéni bylo provadéno sterilni destilovanou H,O.

4.2.1

Chemikalie a roztoky pro lyzi bakterialnich bunék

EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

Hydroxyd sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)
Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)
Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

SDS (Sigma, St. Louis, USA)

Tris base (Amaresco, Solon, USA)

Ptiprava 0,5 M EDTA (pH 8,0):

186,1 g EDTA rozpusténo v 800 ml destilované vody

pomoci 1M NaOH bylo upraveno pH na 8,0

roztok byl doplnén do objemu 1 1 destilovanou H,O, rozdélen do alikvota
a sterilizovan autokldvovanim (121°C, 20 min)

Ptiprava zasobniho roztoku 1 M Tris HCI (pH 7,8):

12,1 g Tris base

70 ml destilované H,O

pomoci 1M HCI bylo upraveno pH na 7,8

roztok byl doplnén do objemu 100 ml destilovanou vodou a sterilizovan
autoklavovanim (121°C, 20 min)

Ptiprava lyza¢niho roztoku A:

10 mM Tris HCI (pH 7,8)
5 mM EDTA (pH 8,0)
roztok byl pfipraven sterilné ze zasobnich roztokti 1 M Tris HCl a 0,5 M EDTA

Ptiprava lyza¢niho roztoku B:

lyzacni roztok A
lysozym 3 mg/ml
lysozym byl piidan do lyza¢niho roztoku tésné pted pouzitim

Chemikalie pro purifikaci DNA

Ethanol (Pliva-Lachema, CR)

Fenol (Pliva-Lachema, CR)

Chlorofom (Pliva-Lachema, Brno, CR)
Isoamylalkohol (Amaresco, Ohio, USA)
Octan sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Ptiprava TE pufru:

10 mM Tris HCI (pH 7,8)
1 mM EDTA (pH 8,0)
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roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich roztokti 1 M Tris HCI (pH 7,8) a 0,5 M
EDTA (pH 8,0)

Ptiprava CIZ:

4.2.3

smes chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1

Komponenty pro PCR

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Reakeéni pufr kompletni (10x koncentrovany); slozeni: 750 mM Tris HCI1 (pH 8,8)
200 mM (NH,4),S04, 0,1 % Tween 20, 15 mM MgCl, (Top-Bio, Praha, CR)

dNTP smés 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 7,5 (Top-Bio, Praha, CR)
Primery (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

Taq DNA polymeréaza 1.1 (1 U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

Chemikalie a roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

Agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidenberg, SRN)

Bromfenolova modf (Sigma, St. Luis, USA)

Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)

Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

PCR vkladéci pufr Yellow load obsahujici Zluté barvivo — orange G (Top-Bio, Praha,
CR)

PCR vkléadaci pufr obsahujici barviva — bromofenolovou modf a xylen cyanol (Top-
Bio, Praha, CR)

Kyselina borita (Pliva-Lachema, Brno, CR)

DNA standard (Malamité, v.o.s) obsahujici fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp

Ptiprava TBE pufru (5x koncentrovany):

4.3

54 g Tris HCI

27,5 g H3BO3

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

roztok byl doplnén do objemu 11 sterilni destilovanou vodou, pfed pouzitim 10x
nafedén

Pomiicky a pristroje

Laboratorni vahy (Kern and Sohn, Némecko)

Centrifuga Mini Spin 14 500 min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Exikator (KIF LAB Freiburg, Némecko)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (Varsava, Polsko)
MikrovInna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

Ockovaci box (Fatran, CR)

Termostat Mini Incubator (Labnet, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Milano, Italie)
Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Mini Gel (Hoefer, USA)
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4.4

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (Owl Scientific, USA)

Termocyklér RotorGene (USA)

NanoPhotometr (Implen, Némecko)

Digitalni fotoaparat (Kodak, Dansko)

Bezné laboratorni sklo, umélohmotny laboratorni material a pomtcky

Pouzité metody

Popsané postupy byly provadény podle ucebnich texti laboratorniho cvi¢eni a osobniho
sdéleni doc. Spanové a Ing. Trachtové.

4.4.1

4.4.2

Priprava hrubych lyzati bunék z mlééného vyrobku

byl odebran 1 ml mlééného vyrobku (Actimel) do 1 ml ependorfek

vzorky byly centrifugovany pfi 15 000 ot. /min po dobu 3 minut

supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal dobte okapat

sediment se resuspendoval v 1 ml lyza¢niho roztoku A

suspenze se centrifugovala pii 15 000 ot. / min po dobu 3 minut a opatrné¢ se slil
supernatant

k sedimentu se pridalo 500 ul roztoku B a dokonale se resuspendovalo

po hodin¢ inkubace pii laboratorni teploté bylo ke vzorku ptfiddno 12,5 pl 20% SDS
a 5 ul proteinazy K (100 pg/ml)

vzorky byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté 55 °C

pomoci gelové elektroforézy na agarosovém gelu byla ovéiena pfitomnost DNA
v hrubych lyzatech bunék

Izolace DNA z hrubych lyzati bunék

4.4.2.1 Fenolova extrakce DNA

k lyzatu bunék (500 pl) byl ptidan stejny objem fenolu (pH upraveno na 7,8)

smes byla kyvavym pohybem promichéna po dobu 4 minut

vzorky byly centrifugovany pti 15 000 ot. / min po dobu 3 minut

byla odebrana vodni faze s DNA do ¢isté eppendorfky, ke které bylo ptidano 700 ul
CIZ smési a opét kyvavym pohybem promichano asi po dobu 4 minut

vzorky byly centrifugovany 15 000 ot. / min po dobu 3 minut

znovu byla odebrana vodni faze s DNA do ¢isté eppendorfky

4.4.2.2 Presrazeni DNA ethanolem

ke vzorku DNA (300 ul) byla ptidana 1/20 objemu 3 M octanu sodného, smés byla
promichana

bylo ptidano 800 pl 96 % ethanolu, smés byla promichana

DNA byla vysrdzena pfti -20 °C po dobu 15 minut

DNA byla sedimentovana centrifugaci 15 000 ot. /min po dobu 15 minut, po
centrifugaci byl supernatant slit

sediment DNA byl vysusen v exikéatoru po dobu asi 15 minut

DNA byla rozpusténa v 100 pl TE pufru
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4.4.5

takto pfipravend DNA byla pouzita pro agardsovou elektroforézu a pro
spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

mefeni bylo provadéno na spektrofotometru NanoPhotometr Implen (lid 5)

pro nastaveni spektrofotometru byl nejprve prométen TE pufr (objem 6 pl)

poté byly prométeny vzorky DNA (objem 6 pl)

na pfistroji byla pifimo odectena hodnota Ase/Azzo (posouzeni cCistoty DNA) a
koncentrace DNA (v ng/ ul)

Agarosova gelova elektroforéza bakterialni DNA

byl pfipraven 0,8 % agarosovy gel (0,4 g agarosy, 50 ml 0,5x TBE pufru)

smes byla dikladn¢ rozvatena v mikrovinné troubé a nalita do elektroforetické
vanicky s hifebinkem

gel tuhl pfi laboratorni teploté¢ 30 az 45 minut, pied nanaSenim vzorki byl odstranén
hiebinek

na polyethylenovém prouzku byly smichany vzorky DNA (v objemu 15 pl) s 3 ul stop
pufru

smes byla nanesena do komitrek gelu, do zvlastni komurky byl nanesen velikostni
standard

vanicka s gelem byla vlozena do elektroforetické vany, prevrstvena asi 250 ml 0,5x
TBE pufru. Elektroforéza byla spusténa (pod napétim 60 V)

piiblizn€ po 2 hodinach byla elektroforéza zastavena, gel byl vyjmut a obarven v lazni
pfipravené z 500 ml destilované vody a ethidium bromidu (vyslednd koncentrace
1 pg/ml)

gely s DNA byly dokumentovany fotografovanim digitalnim fotoaparatem

Rodové specificki PCR s bakterialni DNA izolovanou z mlééného vyrobku
Actimel Natur

Pti rodové specifické PCR byla provadéna amplifikace fragmentu DNA o délce asi 250 bp
pomoci primert LbLMA1 a R16-1 [13]. Tento fragment je specificky pro bakterie rodu
Lactobacillus. Jeho teplota tani je 83°C.

4.4.5.1 Priprava PCR smési

vSechny komponenty PCR smési byly pied pouzitim kratce centrifugovany
komponenty byly michédny v potadi, které¢ je uvedeno v Tab. 3 (rodové specificka
PCR)

pii kazdém ptidani dalsi slozky byla smés dobie promichana

bylo ptipraveno 25 pul PCR smési do 200 pl eppendorfek

pro negativni kontrolu (kontrola kontaminace slozek PCR) byla namisto DNA matrice
piidana PCR voda o objemu 1 pl

pro pozitivni kontrolu (kontrola specifity PCR) byla jako DNA matrice pouzita
bakterialni DNA druhu Lactobacillus gasseri K7 o koncentraci 35 ng/ul
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Tab. 3 Komponenty a jejich mnozstvi v PCR smési (25 ul) pro rodoveé specifickou PCR

Lactobacillus

Poradi Komponenty Mnozstvi (ul)
1. voda pro PCR 19

2. 10x reak¢ni pufr kompletni 2,5

3. smes ANTP (10 mM) 0,5

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

5. primer R 16-1 (10 pmol/ pl) 0,5

0. DNA polymerasa Top Bio 1.1 (1 U/ pl) 1

7. DNA matrice (20 ng/ pul) 1

4.4.5.2 Pribéh amplifikace

vzorky se vSemi komponenty byly opatrné promichany a kratce centrifugovany
vzorky byly vloZzeny do termocykléru, ktery pracoval podle pfedem nastaveného
programu LBC ROD (Tab. 4)

Tab. 4 Program PCR s rodov¢ specifickymi primery Lactobacillus

Krok Teplota (°C) Cas (s)
1. Horky start 95 300

2. Denaturace DNA 95 30

3. Hybridizace primeri 55 30

4. Syntéza DNA 72 60
S.ProdlouZ’eni syntézy DNA 7 600

(v poslednim cyklu)

po prvnim kroku byla DNA zahtivéana pii 95°C po dobu 5 min. (horky start)
po prvnim cyklu byly kroky 2 — 4 zopakovany v dalSich 34 cyklech, v poslednim
cyklu byla syntéza prodlouzena na 10 minut

4.4.5.3 Detekce rodové specifickych PCR produkti agarésovou gelovou elektroforézou

byl ptipraven 1,8 % agarosovy gel (1,8 g agarosy, 100 ml 0,5x TBE pufru)

k mnozstvi 25 ul PCR produktu bylo ptidano 5 ul stop pufru

do jednotlivych komirek gelu byly naneseny PCR produkty a do zvlastni komirky
velikostni standard

vaniCka s gelem byla vloZena do elektroforetické vany, ptfevrstvena asi 250 ml 0,5x
TBE pufru a elektroforéza byla spusténa (pod napétim 60 V)

piiblizné po 2 hodinach byla elektroforéza zastavena, gel byl vyjmut a obarven v lazni
pripravené z 500 ml destilované vody a ethidium bromidu (vysledna koncentrace
1 pg/ml)

obarveny gel byl prohlizen na transiluminatoru v UV svétle

vysledky byly zdokumentovany digitdlnim fotoaparatem
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4.4.6 PCR vreilném case (RT-PCR) s bakterialni DNA izolovanou z mlééného

vyrobku Actimel Natur

Pii RT-PCR byla provadéna amplifikace fragmentu DNA o délce asi 250 bp pomoci
primera LbLMAT a R16-1 [13]. Tento fragment je specificky pro bakterie rodu Lactobacillus.
Teplota T, tohoto PCR produktu je asi 85°C. V RT-PCR byl pouzit komerc¢né dostupny
qPCR 2x SYBR Master Mix Top-Bio (Praha, Ceska republika).

4.4.6.1 Priprava PCR smési pro RT-PCR

vSechny komponenty PCR smési byly pfed pouzitim kratce centrifugovany
komponenty byly michdny v poradi, které je uvedeno v Tab. 5

pti kazdém ptidani dalsi slozky byla smés dobie promichana

bylo ptipraveno 25 pul PCR smési do 200 pl eppendorfek

pro negativni kontrolu (kontrola kontaminace slozek PCR) byla namisto DNA matrice
piidana PCR voda o objemu 1 pl

pro pozitivni kontrolu (kontrola specifity PCR) byla jako DNA matrice pouzita
bakterialni DNA druhu Lactobacillus gasseri K7 o koncentraci 35 ng/ul

Tab. 5 Komponenty a jejich mnozstvi v PCR smési (25 pl) pro PCR v redlném Case

Poradi Komponenty Mnozstvi (ul)
1. voda pro PCR 9,5

2. gPCR 2x SYBR Master mix; Top Bio 12,5

3. primer LBLLMA 1 (10 pmol/ pl) 1

4. primer R 16-1 (10 pmol/ pl) 1

5. DNA matrice (20 ng/ pul) 1

4.4.6.2 Pribéh amplifikace

vzorky obsahujici vSechny komponenty byly opatrné promichany a kratce
centrifugovany

vzorky byly vlozeny do pfistroje na provedeni RT-PCR (termocyklér RotorGene),
ktery pracoval podle pfedem nastavené¢ho programu LBC ROD (Tab. 6)

Tab. 6 Program RT-PCR s rodové specifickymi primery Lactobacillus

Krok Teplota (°C) Cas (s)
1. Hot start 95 300
2. Denaturace DNA 95 60
3. Hybridizace primerii 55 30
4. Syntéza DNA 72 60
5. Prodl(?uzenl syntézy DNA 7 600
(v poslednim cyklu)

po prvnim cyklu byly kroky 2 — 4 zopakovany v dalSich 34 cyklech, v poslednim
cyklu byla syntéza prodlouzena na 10 minut
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4.4.6.3 Detekce RT-PCR produktii agarésovou gelovou elektroforézou

byl ptipraven 1,8 % agarosovy gel (1,8 g agarosy, 100 ml 0,5x TBE pufru)

k mnozstvi 25 ul PCR produktu bylo ptidano 5 pl stop pufru

do jednotlivych komurek gelu byly naneseny PCR produkty se stop pufrem a do
zvlastni komurky velikostni standard

vanicka s gelem byla vlozena do elektroforetické vany, prevrstvena asi 250 ml 0,5x
TBE pufru a elektroforéza byla spusténa (pod napétim 60 V)

piiblizn€ po 2 hodinach byla elektroforéza zastavena, gel byl vyjmut a obarven v lazni
ptfipravené z 500 ml destilované vody a ethidium bromidu (vyslednd koncentrace
1 pg/ml)

obarveny gel byl prohlizen na transiluminatoru v UV svétle

vysledky byly zdokumentovany digitalnim fotoaparatem

4.4.6.4 Velikostni standard 100 bp Zebricek

Jako velikostni standard byl pro stanoveni velikosti PCR produktu pomoci agar6zové
gelové elektroforézy pouzit zebticek 100 bp ladder. Obsahuje nasledujici fragmenty DNA. Na
obr. 8 je zobrazen DNA standard (100 bp zebfticek).

Obr. 8 DNA standard (100 bp zebricek)

_27 -



4.4.6.5 Detekce RT-PCR produkti pomoci fluorescence

Amplifikace byla sledovana v pribéhu PCR (po ukonceni syntézy komplementarniho
fetézce) pomoci nartistu fluorescence. U jednotlivych vzorkid byl sledovan fluorescencni prah
- hodnota Ct (cyklus, ve kterém je hodnota fluorescence nad pozadim piirozené fluorescence).
Specificita PCR produktii byla ovéfena konstrukei kiivky tani. Pro konstrukci kiivky tani byla
pouzita teplota od 55°C do 99°C.
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5 VYSLEDKY

5.1 Izolace DNA z mlééného vyrobku Actimel Natur fenolovou extrakci

Z vyrobku Actimel Natur byl po promichéani odpipetovan 1 ml (ve 4 opakovanich) a ty byly
zpracovany dle postupu uvedeného v kapitole 4. Materidl a metody. V hrubych lyzatech
bun¢k byla prokazana ptitomnost DNA. Hrubé lyzaty bunék byly pouzity pro izolaci DNA.
DNA byla izolovand z mlééného vyrobku Actimel Natur fenolovou extrakci a vysrazena
ethanolem. Pfitomnost izolované DNA byla zkontrolovana agardsovou elektroforézou.
Vysledek elektroforézy a popis gelu je zndzornén na obr. 9. Na gel bylo nanaseno 15 pul DNA.

Obr. 9 Agardsova gelova elektroforéza purifikované DNA ve Ctyfech vzorcich vyrobku Actimel Natur

DNA
RNA
Béh ¢. | Vzorek DNA €. | Mnozstvi DNA (ul) | Mnozstvi nanaSeciho | Detekce DNA
pufru (ul)
1 1 15 3 +
2 2 15 3 +
3 3 15 3 +
4 4 15 3 +

+...DNA detekovana

» Z vyrobku Actimel Natur byla izolovana DNA ze vSech ¢tyf vzorkt. Kromé¢ DNA
byla na gelu detekovana i RNA.
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5.2  Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované
z vyrobku Actimel Natur

Pro stanoveni koncentrace a Gistoty izolované DNA byl pouzit piistroj NanoPhotometer' ™

Implen. Hodnota absorbance Ajenm slouzila k vypoctu koncentrace DNA a pomér
A260nm/A2sonm K posouzeni Cistoty izolované DNA. Vysledky méfeni jsou shrnuty v Tab. 7.

Tab. 7 Koncentrace a mnozstvi DNA izolované z vyrobku Actimel Natur a absorbance pfi
riznych vinovych délkach

Veli¢ina vzorek 1 | vzorek 2 | vzorek 3 | vzorek 4
Koncentrace (ng/ul) 107 400 197 311
Mnozstvi DNA (ng) 10700 40000 19700 31100

A230nm 0,763 0,737 0,321 0,892

A260nm 0,461 1,610 0,797 1,261

Aogonm 0,350 0,840 0,454 0,748

A320nm 0,035 0,011 0,009 0,018

A260nm /A280nm 1,352 1,929 1,771 1,703

» Ze ctyt vzorkll vyrobku Actimel Natur byla izolovana relativné cCistda DNA
v koncentraci 107 — 400 ng/ pul a v mnozstvi 10,7 — 40 pg.

53 Konvenéni PCR specificka pro rod Lactobacillus s bakterialni DNA z mlééného
vyrobku Actimel Natur

Specifickd PCR pro detekci bakterii rodu Lactobacillus byla provedena pomoci primerti
LbLMA1 a R16 — 1 dle postupu uvedeného v kapitole 4. Materidl a metody. Do PCR bylo
pouzito rizné mnozstvi DNA (v 1 ul ) z vyrobku Actimel Natur, nafedéné na koncentraci
10 ng/ul, 20 ng/ul, 20 ng/ul a 0,4 ng/ul. Vysledky agarosové gelové elektroforézy PCR
produkta (asi 250 bp) jsou uvedeny na obr. 10. Srovnadnim polohy amplikonii s fragmenty
dané velikosti ve standardu byla stanovena velikost PCR produktu.
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Obr. 10 Agarésova gelova elektroforéza PCR produkti. DNA izolovana z vyrobku Actimel Natur o rdzné

koncentraci byla amplifikovdna pomoci primert specifickych pro rod Lactobacillus. Na gel bylo nanaSeno 25 pl
PCR produktt.

1000

500

PCR produkt

100

Béh ¢. DNA z vyrobku Actimel Natur Mnozstvi DNA / PCR | Detekce PCR produktu
(c =ng/ ul) smés (ng)

1. 10 10 +

2. 20 20 ++

3. 20 20 ++

4. 0,4 0,4 +

5. DNA standard (5 ul) 100 bp zebricek
6. Pozitivni kontrola (c = 35 ng/ pl) 35 +++

7. Negativni kontrola -

- PCR produkt nebyl detekovan
+ detekovan PCR produkt o slabé intenzité

++ detekovan PCR produkt o stfedni intenzité

+++ detekovan PCR produkt o silné intenzité

» PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus byly detekovany po amplifikaci DNA

5.4

vSech vzorku.

vyrobku Actimel Natur

PCR v realném ¢ase (RT-PCR) s bakterialni DNA izolovanou z mlééného

Amplifikace DNA (4 vzorky) izolované z probiotického vyrobku Actimel Natur byla
provedena pomoci PCR v redlném ¢ase za vyuziti primert LbLMA1 a R16 — 1 specifickych
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pro rod Lactobacillus dle postupu uvedeného v kapitole 4. Material a metody. Na obr. 11 jsou
uvedeny amplifikacni kiivky — zdvislost mnozstvi fluorescence na cyklu PCR. Kfivky €. 1 a €.
2, jejichz fluorescence byla detekovana jako prvni z PCR smési s nejvetsi koncentraci DNA.
Kftivka, jejiz fluorescence byla detekovéna jako posledni, byla zPCR smési s nejnizsi
koncentraci DNA. Cyklus PCR, ve kterém je detekovan nartst fluorescence (fluorescencni
prah) je neptimo tmérny mnozstvi DNA v PCR smési.

Obr. 11 Amplifikacni kiivky €. 1 a €. 2 amplifikace 10 ng DNA, ¢. 3 amplifikace 4 ng DNA, ¢. 4 amplifikace
0,4 ng DNA.

e2 L] e3
&1 N,

a0 4

a0 <4 |

70

B0

Fluorescence

=0

40 {

304

204

Cyole

» Narust fluorescence byl pozorovan po asi 19. cyklu, 21. cyklu a 24. cyklu v zavislosti
na mnoZstvi DNA v PCR smési.
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5.4.1 Analyza k¥ivek tani pro stanoveni specifickych PCR produkti z RT-PCR

Analyza specifickych PCR produkti pomoci analyzy kiivek tani je uvedena na obr. 12.
Vytvoftil se 1 peak, coz znamena, Ze se amplitkovaly specifické PCR produkty. Teplota Ty, =
85°C znamena, ze byl amplifikovéan a detekovan specificky PCR produkt.

Obr. 12 Analyza tani amplikond specifickych pro baktérie rodu Lactobacillus

304

el

251

204

dF idT

104

1 1
a5 G0 G5 7o i) ga g5 a0 a5 100
deg.

» Vytvoril se 1 peak (T, = 85°C) ze specifickych PCR produktt. Nespecifické PCR
produkty nebyly detekovany.
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5.4.2 Ovéreni specificity PCR produktii agarésovou gelovou elektroforézou

Specificita PCR produktii ziskanych po amplifikaci DNA izolované z vyrobku Actimel Natur
s rodovo specifickymi primery Lactobacillus v RT-PCR byla ovéfena pomoci agardsové
gelové elektroforézy spolu se standardem (100 bp zebiicek) viz kapitola 4. Materidl a metody.
Vysledky agarosové gelové elektroforézy RT-PCR produkti (250 bp) jsou uvedeny na obr.

13.

Obr. 13 Agarosova gelova elektroforéza PCR produktt Lactobacillus. DNA izolovana z mlééného vyrobku

Actimel byla amplifikovana pomoci primerti specifickych pro rod Lactobacillus. Na gel bylo nanaSeno 25 pl
PCR produktt.

A | 4 3 ] 7

1

1000

500

PCR produkt

100

Beéh €. DNA z vyrobku Actimel Natur Mnozstvi DNA / PCR | Detekce PCR produktu
(c =ng/ ul) smés (ng) (250 bp)

1. Velikostni standard (5 pl) 100 bp Zebticek
2. 10 10 ++

3. 20 20 ++

4. 20 20 ++

5. 0,4 0,4 +

6. Pozitivni kontrola (¢ = 35 ng/ ul) 35 +++

7. Negativni kontrola -

- PCR produkt nebyl detekovan

+ detekovan PCR produkt o slabé intenzité
++ detekovan PCR produkt o stfedni intenzité
+++ detekovan PCR produkt o silné intenzité

» Agardsovou gelovou elektroforézou byla ovéiena ptitomnost jednoho specifického
PCR amplikonu specifického pro baktérie rodu Lactobacillus.
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6 DISKUSE

Molekularné diagnostické postupy, které jsou zalozeny na amplifikaci DNA in vitro, jako je
polymerdzova fetézova reakce, jsou v posledni dobé velice vyuzivané metody pro identifikaci
mikroorganismi v potravinach a jinych komplexnich vzorcich. PCR se vyuzivé k identifikaci
jak prospésnych bakterii (bakterii mlécného kvaseni) tak 1 k identifikaci patogennich
mikroorganismu [20].

Tradiéni diagnostické mikrobiologické testy jsou testy mikroskopické, kultivaéni ci
imunologické. Role tradi¢nich testd je stdle dulezitd. Navic PCR mé nékterd omezeni.
Vyzaduje aspon castecnou znalost sekvence DNA, kterou chceme amplifikovat. Tyto
sekvence jsou dnes vefejné pfistupné v databdzich, ale nejsou k dispozici pro vSechny druhy
mikroorganismil. Neocekavané mutace v sekvencich DNA mohou negativné ovliviiovat PCR.
Rovnéz falesné pozitivni PCR reakce, které vznikaji v diisledku kontaminace plsobi znacné
problémy v bézné praxi v diagnostické laboratoti vyuzivajici PCR. Proto je tfeba dodrZovat
piisnd pravidla pro praci s DNA v laboratofich uréenych pro provadéni PCR. Peclivost je
nezbytna nejen pii provadéni PCR zkousky, ale i pii interpretaci jejich vysledkt [14].

V této praci byly pfi provadéni PCR vyuzivany jak PCR smési, které obsahovaly kontrolni
DNA (pozitivni kontrola), tak PCR smési bez DNA (negativni kontrola). FaleSn¢ negativni
ani fale$né pozitivni PCR produkty nebyly detekovany. To svéd¢i o dobré organizaci prace
v laboratofi i o spravné ptipravé PCR smési.

6.1 Izolace celkové DNA z mlééného vyrobku Actimel Natur

DNA byla izolovéna z mlééného vyrobku Actimel Natur fenolovou extrakci. Vedle izolace
DNA fenolovou extrakci byly vypracovany i1 dal§i postupy izolace DNA napt. postupy
vyuzivajici rizné typy nosici [20]. Spravné zvladnuti metody izolace DNA v kvalité vhodné
pro PCR je ptedpokladem uspésnosti PCR. Pfitomnost bakteridlni DNA byla ovéfena pomoci
0,8% agardsové elektroforézy. Vedle DNA byla detekovana i RNA. Jak DNA, tak RNA jsou
soucasti bakterialnich bun€k a byvaji izolovany spole¢né. Vzorky DNA kontaminované RNA lze
pouzit pro amplifikaci v PCR (Trachtova, ustni sdéleni).

6.2  Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA izolované
z vyrobku Actimel Natur

Z vyrobku Actimel Natur byla izolovana celkovd DNA v dostatecném mnozstvi (10,7-
40 pg). Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena pomoci spektrofotometrie. Byla
méfena absorbance DNA pii vinovych délkach 230 — 320 nm. Zkoumané vzorky DNA byly
proméfeny na pfistroji NanoPhotometerrm Implen, ktery umoznuje stanovit koncentraci
v ng/ul. Z poméru hodnot Ays0/Azgo se stanovi Cistota DNA. Pomér absorbanci ¢isté DNA se
pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,0. Obsahuje-li vzorek proteiny je Az < 1,8, v pfipadé obsahu
RNA je pomér Ajeo/Azgo > 2,0 [13]. Z vysledkli méfeni DNA izolované z Actimelu Natur
vyplyva, Ze vzorky Cislo 1, 3, 4 obsahovaly ur¢ité mnozstvi proteint. Tyto proteiny by mohly
interferovat v PCR. Do PCR se DNA obvykle fedi a tim se fedi i inhibitory PCR [13]. V praci
byla DNA nafedéna na 20 ng/ ul, 10 ng/ ul a 0,4 ng/ pl.
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6.3  Specificka PCR rodu Lactobacillus

Specifickd PCR pro detekci bakterii rodu Lactobacillus byla provedena pomoci primert
LbLMAI1 a R16 — 1 [13]. Velikost PCR produktu je 250 bp. DNA izolovana z mlééného vyrobku
Actimel Natur byla amplifikovdna a detekce PCR produktii byla stanovena pomoci 1,8 %
agarosové elektroforézy. Detekovany PCR produkt svéd¢i o pritomnosti bakterii druhu
Lactobacillus ve vzorku. Vyrobcem je ve vyrobku deklarovdna pfitomnost baktérii druhu
Lactobacillus casei. Déle je deklarovana pfitomnost bun€k jogurtové kultury. Mezi jogurtové
kultury patii druh Lactobacillus delbrueckii, jehoz DNA se v PCR rovnéZz amplifikuje. Naproti
tomu DNA Streptococcus thermophilus se v pouzit¢ PCR neamplifikuje. S vyuzitim druhoveé
specifickych PCR by bylo mozné prokazat ptitomnost DNA jednotlivych druhii v analyzovanych
vzorcich vyrobku (Spanova, ustni sdélent).

6.4 PCR vrealném ¢ase (RT-PCR) s purifikovanou DNA

Amplifikace DNA izolovand z probiotick¢ého vyrobku Actimel Natur byla provedena
pomoci PCR v redlném Case za vyuziti primerd LbLMA1 a R16 — 1 specifickych pro rod
Lactobacillus [13]. V souladu s ofekdvanim byly detekovany fluorescencni kiivky a z nich
odecteny hodnoty fluorescenéniho prahu — Ct. Zavisely na mnozstvi DNA pouzité
v amplifika¢ni smési [16].

Uréujici hodnotou je hodnota Ct. Cim je vysi, tim byla nizsi koncentrace DNA v PCR
sméesi. Hodnota Ct udava cyklus, ve kterém hodnota fluorescence piekroci pozadi [19].
V bakalaiské praci bylo pouzito interkalaéni barvivo SYBR® Green I. Barvivo SYBR® Green
I fluoreskuje po vazbé na mensi zlabek dsDNA. Fluorescence SYBR Green I je po vazbé na
dvouretézcovou DNA az 1000x vyssi. Zaroven se fluorescencni signal zvySuje se
vzrastajicim mnozstvim PCR produktu. Signdl se méfi na konci elongace nebo kontinudlné
[16]. Nevyhodou je, Ze barvivo SYBR® Green I se vaZe na dvouietézcovou DNA
nespecificky. To znamena, ze se vaze jak na specifické amplikony, tak na nespecifické
amplikony. Proto je tfeba ovéfovat specificitu amplikond. To lze provést pomoci agardsové
gelové elektroforézy nebo s vyuzitim hodnoty Ty, (teplota tani). Oboji je pro dany amplikon
specifické.

6.4.1 Analyza k¥ivek tani pro stanoveni specifickych PCR produkti

PCR produkty razné délky a sekvence se vyznacuji riznou hodnotou teploty tani a odlisuji
se pozici ,,peak® na ose y (°C) v kiivkach tani. Tato analyza kiivek tani a hodnota T, slouzi
k ureni specificity PCR produktl, tj. zda ziskany PCR produkt odpovida hledanému
amplikonu. Pfitomnost PCR produktu specifického pro rod Lactobacillus byla prokazana
pritomnosti jedné kiivky tani shodnotou T, = 85°C po amplifikaci DNA znezavisle
ptipravenych vzorkl vyrobku Actimel. Pfitomnost jednoho PCR produktu byla navic ovéfena
pomoci agardsové gelové elektroforézy. V praci bylo prokdzano, ze PCR v redlném case Ize
vyuzit pro detekci baktérii rodu Lactobacillus v mlécném vyrobku Actimel Natur tj. pfi
mikrobiologické analyze potravin.
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7 ZAVER

V teoretické casti bakalarska prace pojednava o probiotickych bakteriich v potravinach.
Dalsi cast prace je zaméfena na baktérie rodu Lactobacillus v probiotickych vyrobcich a na
jejich identifikaci pomoci konvenéni PCR a PCR v redlném case.
V experimentalni Casti bakalarské prace byla z vyrobku Actimel Natur izolovana DNA
metodou fenolové extrakce. Amplifikace DNA byla provedena pomoci PCR v redlném case
s primery LbLMA1 a R16 — 1 specifickymi pro rod Lactobacillus. PCR produkt byl
detekovan pomoci fluorescence interkalaéniho barviva SYBR® Green 1. Specificita
amplikonu byla ovéfena pomoci kiivky tdni a pomoci agarosové gelové elektroforézy (PCR
product 250 bp). V probiotickém vyrobku Actimel Natur byla prokazana ptitomnost baktérii
rodu Lactobacillus.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMK
bp

KTJ
CIZ
dATP
dCTP
dGTP
DNA
RNA
dNTP
dTTP
EDTA
FOS
PCR
SDS
TBE
TE

UV
RT-PCR

bakterie mlééného kvaseni

par bazi (base pair)

kolonie tvofici jednotka
chloroform-izoamylalkohol
2’-deoxyadenosin 5’-trifosfat
2’-deoxycytidin 5’-trifosfat
2’-deoxyguanosin 5’-trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifosfat
2’-deoxythymidin 5’-trifosfat
kyselina ethylendiamintetraoctova
fruktooligosacharidy
polymerazova fetézova reakce
dodecylsulfat sodny
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

ultrafialové svétlo

polymerdzova fetézova reakce v redlném Case
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