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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na prukaz probiotickych bakterii ve Ctyfech riznych probiotickych
vyrobcich (probioticky krém, probiotické tampodny, oralni probiotikum a sojovy napoj
s probiotiky). Byla ovéfena viabilita bakterii obsazenych ve vyrobcich. Z komplexnich matric
vyrobkd byla izolovana DNA v kvalité vhodné pro metodu PCR s naslednou identifikaci
deklarovanych bakterialnich rodd a druhl. K amplifikaci pomoci konvencni PCR a PCR
v realném case byly pouzity rodové a druhové specifické primery. Ve vyrobcich byly
prokazany bakterie rodu Lactobacillus a Bacillus a bakterialni druhy Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri. Nasledné byla
testovana moznost rozliSeni smési bakterialnich druhi v DNA izolované z probiotického

tamponu metodou PCR-HRM. K tomu bylo testovano pét sad primerd. Jako nejvhodnéjsi pro
rozliseni byly vyhodnoceny 2 sady primerti (primery P1V1, P2V1 a VIF-HRM, VIR-HRM).

KLICOVA SLOVA

probiotické  vyrobky, izolace DNA, polymerazova ftetézova reakce (PCR),
PCR v realném case, HRM analyza

ABSTRACT

This work was focused on the detection of probiotic bacteria in four different probiotic
products (probiotic cream, probiotic tampons, oral probiotics and soy beverages with
probiotics). The viability of the bacteria contained in the products was verified. Complex
matrices of the products were used to isolate DNA in a quality suitable for the PCR method,
followed by identification of the declared bacterial genus and species. Amplification was
achieved with conventional PCR and real-time PCR, genus- and species-specific primers
were used. Bacteria, of the genus Lactobacillus and Bacillus and bacterial species
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum and Lactobacillus
gasseri, were proven to be within the products. Subsequently, the DNA from mixed bacterial
species in the probiotic tampon were distinguished using PCR-HRM. Five sets of primers
were used to test this. Two sets of primers (primers P1V1, P2V1 and VIF-HRM, V1R-HRM)
were evaluated as the most suitable for resolution.

KEYWORDS

probiotic products, DNA isolation, polymerase chain reaction (PCR), real-time PCR,

HRM analysis
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1 UVOD

Termin probiotika je odvozen z feckého vyrazu ,,pro zivot®. Probiotické kultury jsou uzivany
lidstvem od té doby, co lidé zacali konzumovat fermentované potraviny a napoje. Nicméné
koncept mikroorganismu, které maji pfiznivé ucinky na zdravi, predstavil az laureat
Nobelovy ceny, Ilja IIji¢ Metchnikoff, na pocatku 20. stoleti. Jejich pfinosy na zdravi
hostitele a mechanismy, kterymi pusobi, se staly v poslednich letech pfedmétem mnoha
vyzkuma [1].

Na zakladé potvrzenych benefiti vyznamné vzrostl zajem spoleCnosti o vyuzivani
probiotik. Kromé¢ tradi¢niho zastoupeni fermentovanych mléénych vyrobka se na trhu zacaly
objevovat vyrobky nejraznéjSich forem a aplikaci. Jejich uzivani se stava rostoucim
celosvétovym trendem.

Znalosti o slozeni mikrobialni komunity, jejich zménach a potencialnich interakcich
v matricich jsou zasadni pro zajisténi produkce bezpecnych a kvalitnich vyrobki. Kromé toho
je stale vétsi duraz kladen na identifikaci a kvantifikaci deklarovanych probiotickych
mikroorganizml ze strany spotiebitelil, respektive kontrolnich organi (zejména u vyrobki,
jejichz produkce jiz nabyla konkrétnich legislativnich ramct) [22].

Casto viak stanoveni presného mikrobialniho sloZeni predstavuje znaéné nelehky ukol.
Pro vyzkum jsou vyzadovany rychlé a spolehlivé metody. Tradi¢ni kultivacni metody ¢asto
nejsou schopny vyhovét véem pozadavkam, které jsou na analyzu kladeny.

Tato skute¢nost se stala podnétem pro intenzivni rozvoj novych metod piedevs§im
v oblasti molekularni biotechnologie a genové exprese. Jednou z nejdilezitéjSich
a nejpouzivangjSich metod je polymerazova fetézova reakce (PCR) a metody na ni zalozené.

PCR je metoda, ktera nachazi uplatnéni jak v zakladnim a aplikovaném vyzkumu, tak
i vpraxi. PCR je zalozena na in vitro amplifikaci cilovych sekvenci nukleovych kyselin.
Timto zpasobem lze syntetizovat az 10° kopii vybraného Gseku DNA. PCR byla zavedena
v roce 1983 Kary Mullisem, za jejiz objev mu byla udélena Nobelova cena [28].

S rozvojem metody byla zavedena PCR v realném c¢ase. Detekce pomoci PCR v realném
Case je charakteristickd svoji rychlosti, citlivosti, presnosti a specificnosti. Vyuzitim
fluorescen¢nich molekul je umoznéno monitorovani vznikajiciho produktu jiz v prabéhu
reakce, coz eliminuje nutnost manipulaci po ukonceni PCR. Diky moznostem této metody je
mozné DNA rovnéz kvantifikovat a také specifikovat produkty PCR pomoci analyzy kiivek
tani [27]. VysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRM) piedstavuje citlivéjsi verzi
konvenc¢ni analyzy kfivek tani. Je zalozena na detekci malych rozdilti v profilu kiivek tani
amplikont a diky své citlivosti ma, ve spojeni s PCR v realném cCase, slibny potencial pro
analyzu mikrobialniho sloZeni nejen probiotickych vyrobku [33].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Termin probiotika je odvozen ziteckého vyrazu ,pro zivot®. Definice probiotik podléha
historickému vyvoji na zakladé novych poznatki. Podle soucCasné uznavané definice
Organizace pro vyzivu a zemedé€lstvi a Svétové zdravotnické organizace (FAO/WHO) jsou za
probiotika povazovany ,,zivé organismy, které pfi podani v dostateCném mnozstvi, pfinasi
zdravotni vyhody hostiteli“ [1].

2.1.1 Mechanismy probiotickych ucinku

Mechanismy probiotického pusobeni se odvijeji od vlastnosti konkrétniho bakterialniho
kmene, interakci se specifickymi mikroorganismy, zptuisobu a mista uziti [2, 3]. Nelze je proto
generalizovat.

Zasadni funkci probiotik je pasobeni proti patogennim mikroorganismim. Probiotika se
podileji na eliminaci patogent produkci antimikrobialnich latek, snizuji pH prostiedi
produkci organickych kyselin (napt. kyseliny mlécné, octové ¢i mastnych kyselin s kratkym
fetézcem), coz vytvaii nevhodné prostfedi pro nékteré nezadouci bakterie, a napomahaji
udrzovat homeostazu. Vlastni kolonizaci povrchu epitelu, omezovanim apoptozy epitelovych
bunék ¢i sekreci mucinu (ve stfeveé) podporuji bariérovou funkci kolonizovanych
povrchi [2, 4]. Probiotika maji také schopnost imunomodulace stimulaci mnozeni imunitnich
bunék a ovliviiovanim procesti imunitni odpoveédi [4].

Nekteré pozitivni vlivy probiotik jiz byly dostatené zdokumentovany a potvrzeny
klinickymi testy. Existuje vSak cela fada potencialn€ prospésnych ucinka, které byly popsany,
ale nebyly jesté potvrzeny nalezitymi klinickymi testy [2, 5].

2.1.2 Kritéria pro uplatnéni probiotickych vlastnosti

Aby mohl potencialné probioticky mikroorganismus vibec uplatnit své pfiznivé ucinky na

zdravi hostitele, musi spliiovat urcita kritéria. Tyto parametry vSak nelze zcela zobecnit [2].

Mezi zakladni podminky uplatnéni probiotickych Gc€inkd patfi:

e Odolnost vic¢i podminkam prostedi, ve kterém se probiotika vyskytuji. Splnéni téchto
vlastnosti je kritické zejména pii uziti v gastrointestinalnim traktu (probiotika musi odolat
kyselému prostiedi zaludku, pusobeni zlu¢ovych soli a pankreatickych stav).

e Schopnost do¢asné adheze a kolonizace povrchti v misté pisobeni.

e Uziti probiotik v dostatecném mnozstvi k dosazeni zadoucich efekti. Pro dosazeni
potiebné koncentrace probiotickych bakterii ve stfevé (udava se mnozstvi vyssi nez 10%/g
v tenkém stievé a 10%/g v tlustém stiev&) maji probiotické piipravky obsahovat minimalné
10° bun&k v denni davce a celkovy denni piisun konzumovanych probiotik by se mél
pohybovat okolo 10°. V jinych probiotickych aplikacich neni minimalni davka piimo
definovana.

e Zachovani zivotaschopnosti probiotického kmene béhem vyrobniho procesu a skladovani
vyrobku. Nicméné nepieziti po celou dobu procesu neznamend automaticky absenci
pozitivnich G¢inkt. Studie prokazaly, Ze i bunécné slozky nékterych probiotickych
bakterii mohou vykazovat ptiznivé ucinky [2, 3].



2.1.3 Hodnoceni bezpecnosti probiotik

Co se tyce legislativniho oSetfeni bezpecnosti probiotik uvadénych na trh, neexistuji jednotné
normy. Lisi se v zavislosti na regionu i na druhu vyrobku.

V Evropé je uplatiiovan koncept Qualified Presumption of Safety (QPS, volné prelozeno
jako , Kvalifikovany odhad bezpecnosti“) pro posuzovani bezpecnosti probiotickych kmena
zaméme uvadénych do potravniho fetézce (at uz jako slozka potravin, krmiv apod.) [6].
Systém QPS zahrnuje mnoho kritérii, zohledriuje praktické zkuSenosti s pouzivanim
mikroorganismu jiz v minulosti, antibiotickou rezistenci, potencidlni patogenitu, faktory
virulence mnoho dalSich. Pouzivani probiotik pro jiné ucely neni pfimo regulovano, podléha
pouze obecnym pozadavkum, které ukladaji, Ze nesmi negativné ovliviiovat kvalitu vyrobku
a negativné pusobit na zdravi hostitele [3, 6].

2.1.4 Vyuzivané probiotické bakterie

Dominantni zastoupeni v probiotickych vyrobcich maji zéastupci rodu Lactobacillus
(napt. L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus, L. brevis), Bifidobacterium (napt. B. bifidum,
B. longum, B. animalis, B. breve), dale pak také rody Streptococcus (napt. Streptococcus
thermophilus),  Enterococcus (napft. Enterococcus  faecium), Saccharomyces
(napt. Saccharomyces  boulardii), Bacillus (napt. Bacillus subtilis), Lactococcus
(napt. Lactococcus lactis). VyCet vSech probiotickych mikroorganismt je vSak mnohem
rozsahlejsi a zahrnuje celou fadu dalSich bakterii a kvasinek [4, 6].

Je tfeba zduraznit, ze probiotické vlastnosti urcitého kmene nemohou byt extrapolovany
na jiné kmeny, byt téhoz bakteridlniho druhu [3]. Na druhou stranu lze ale ocekéavat, ze
probiotické ucinky mohou vykazovat i nekteré kmeny mikroorganismt, které piimo
testovany nebyly, ale které nalezi do dobie prozkoumaného druhu mikroorganismu, ktery jiz
patfi¢né otestovan byl [5].

2.2 Trendy ve vyrobé probiotickych vyrobkiu

Vzhledem k nahromadénym dikazim o prospé€s$nych ucincich probiotik se jejich uzivani
v nejriznéjsich formach stava rostoucim celosvétovym trendem [7, 8]. S cilem oslovit co
nejsirsi spektrum spotiebitell jsou ze strany vyrobcl vyvijeny snahy o rozsifovani sortimentu
probiotickych vyrobkt na trhu [8].

2.2.1 Nemlécné probiotické potraviny a napoje

Vyzkumem nejvice podlozeny a prostudovany rozsah pozitivnich ucinkd na zdravi
predstavuje pusobeni probiotik v gastrointestinalnim traktu (protizanétlivé tcinky, redukce
sérového cholesterolu, zlepSeni metabolismu laktozy, antimutagenni a antikarcinogenni
ucinky, zmirovani prijmovych onemocnéni a mnoho dalSich). Proto je velké mnozstvi
vyrobkl cileno na tuto oblast [7]. Kromé toho jsou probiotika soucasti nékterych vyrobku
z divodu zlepSeni jejich senzorickych vlastnosti [7, 8].

Tradi¢n€ jsou probiotika soucasti mlécnych vyrobku, zejména jogurtd, ale i syrt, zmrzliny
a jinych. Sektor mlé¢nych vyrobku je stale nejvétsim na trhu s probiotickymi vyrobky [8].

V soucasnosti vSak roste zajem zakaznikii po jinych nez mlécnych probiotickych
vyrobcich, a to vede k rozsifovani sortimentu vyrobki tohoto typu na trhu. Davodem muze



byt nejen rozsifeni ,probiotického jidelnicku“, ale také u Casti populace problémy jako
napf. intolerance laktozy Ci alergie na mlécné proteiny, problémy se zvySenym cholesterolem,
nebo pokud konzumaci mlécnych vyrobku brani jiné divody (napi. zivotni styl) [7, 8, 9].
Priklady nemlécnych probiotickych vyrobki jsou tedy vyrobky z ovoce a zeleniny, soji,
cerealii a masné vyrobky [7, 8]. Producenti se Casto inspiruji tradiénim fermentacnim
zpracovavanim téchto matric v riznych kulturach [7].

2.2.1.1 Ovocné a zeleninové vyrobky

Ovocné a zeleninové produkty jsou bohatym zdrojem vitamini, minerald, vlakniny
a antioxidantd a maji dobry senzoricky profil. Jsou také vhodnym substratem pro probiotické
bakterie z hlediska obsahu sacharidi. Ovocné a zeleninové §tavy jsou navic vystaveny
prostfedi traviciho traktu pomérné kratkou dobu, coz je piiznivym faktorem pro zachovani
viability probiotickych bakterii. Kromé toho, bakteriadlni produkce organickych kyselin
béhem fermentace snizuje pH, coz muze prodlouzit dobu skladovani vyrobku [7, 8].

Jako vhodna matrice pro probiotika byla testovana cela fada ovoce (jablka, banany,
pomerance, Cerny rybiz) a zeleniny (Cervena fepa, mrkev, zeli). Produkty z ovoce a zeleniny
(zeyména jejich Stavy) se ukazaly jako vhodna matrice, obecné lepsi viabilita byla zji§téna
u vyrobku s nizs$im pH [7]. Velmi dualezita je vSak senzoricka piijatelnost. U neékterych dzust
bylo po pfidani probiotik (Lactobacillus plantarum) zaznamenano negativni ovlivnéni chuté
(slana, kyseld) a viné (mlécna). Bylo vSak dokazano, Zze po pridavku $tavy z tropického
ovoce doslo k vyraznému senzorickému zlepSeni. Preference jsou do zna¢né miry ovlivnény
také tim, co jsou lidé zvykli konzumovat [7, 10].

2.2.1.2 Vyrobky z obili

Ceredlie jsou dalsi vhodnou matrici z hlediska komplexu zivin, jako jsou vitaminy, mineraly,
proteiny, vlaknina. Konzumace celozrnnych obilovin pfinasi dal§i velmi prospésné latky
(fytoslouCeniny). Bakterialni fermentace navic zvySuje biodostupnost nékterych minerala
(fosfor, zelezo, zinek) [7, 9].

Bylo popsano napfiklad pouziti mouky z ¢iroku pro vyrobu jogurtu bez obsahu mléka se
smeésnou probiotickou kulturou [11]. Dalsi studie uvedla pouziti obilovin (jeCmene
a jeCmenného sladu) pfi vyrobé probiotickych (Lactobacillus plantarum a L. acidophilus)
napoju a také popsala produkci kyseliny mlécné a vliv niz§iho pH na stabilitu vyrobku [12].
Také obilna melasa se zd4 byt vhodnym substratem pro probiotické bakterie [9].

2.2.1.3 Sojové produkty
Séja je vhodnym zdrojem zivin, pfedevs§im proteint, dale také vlakniny, vitamini a minerald.
Fermentace sojovych vyrobku je rovnéz vyhodna z davodu zlepSeni chuti, zpracovani
oligosacharidii piisobicich nadymani a zvySeni antioxidacni aktivity obsazenych fenolickych
sloucenin [8].

Byla popsana naptiklad pfiprava fermentovaného sojového napoje s probiotickymi ucinky
za pouziti startovaci kultury spole¢né s probiotickou kulturou Lactobacillus helveticus [13]
nebo vyroba sdjového syra s vyuzitim probiotické kultury Lactobacillus rhamnosus [14].
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2.2.1.4 Masné vyrobky

Dalsi slozkou probiotického jidelnicku mohou byt masné vyrobky. Maso pusobi jako vhodna
ochrana probiotickych bakterii pfi priichodu travicim traktem.

Maso se pouziva prevazné ve formée fermentovanych salami. K ptivodni startovaci kultufe
jsou pridavana probiotika nejen za uUcelem ziskani zdravéjsiho vyrobku, ale 1 lepSich
senzorickych vlastnosti. Pro udrzeni wviability probiotickych bakterii po celou dobu
skladovani se Casto pouziva procest enkapsulace, coz vsak limituje jejich inhibi¢ni ucinky
vuéi patogenum. Kromé toho je tfeba zvazovat pozitivni ptinos na zdravi s ohledem na vyssi
obsah soli a tuku [7, 9].

2.2.2 Dopliky stravy

Kromé potravinovych matric se mohou probiotika vyskytovat ve formé doplika stravy.
Obsahuji jeden nebo vice druhti probiotickych bakterii, které jsou samostatné nebo spole¢né
s dal§imi latkami vyrabény ve formé kapsli, tablet, drazé apod. Tato forma probiotik je
vhodna pro distribuci vysokého poctu bakterii, naptiklad pro doplnéni prospéSnych bakterii
po 1écbé¢ antibiotiky [3].

2.2.3 Oralni probiotika

Oralni probiotika (pfedevs§im ve formé pastilek) obsahuji bakterie pfirozen€ se vyskytujici ve
zdravych ustech, predev§im rodu Streptococcus, dale Lactobacillus a dalsi. Jejich funkce
spociva v kolonizaci povrchu zubi a dasni a zabranéni kolonizaci téchto ploch patogennimi
bakteriemi. Navic s nimi soutézi o ziviny a podili se na jejich eliminaci produkci peroxidu
vodiku, ktery ma antimikrobialni G€inky. Oralni probiotika plsobi snizeni vyskytu zubniho
kazu (snizenim populace kazotvornych bakterii) a pusobi jako prevence ¢i podpurny
prosttedek pii 1écbé paradontézy. Kromé pfinosu v dutiné ustni omezuji rozsifeni
patogennich bakterii do organismu, coz ma pozitivni dopad na celkové zdravi [15, 16].

2.2.4 Vyrobky pro intimni hygienu

Vyrobky pro intimni hygienu (tampony, krémy, gely aj.) obsahuji probiotické bakterie rodu
Lactobacillus. U zdravych zen jsou bakterie rodu Lactobacillus pievladajici vaginalni
mikroflorou [17]. Tyto mikroorganismy jsou schopny kolonizovat povrchy v okoli kontaktu
s probiotickym preparatem. Napomahaji udrzeni optimalniho pH produkci kyseliny mlécné
(jiné probiotické uclinky nebyly potvrzeny in vivo testy) a tim udrzeni zdravé vaginalni
mikroflory. Nebylo dokazano, ze by probiotika pasobila jako G¢inna forma 1é¢by vaginalnich
infekci, zaroven vSak bylo potvrzeno udrzeni terapeutického ucinku antibakterialni ¢i
antifungalni 1écby a doporuceno uzivani probiotik v této formé jako prevence opakujicich se
infekci [17, 18].

2.2.5 Kosmetické vyrobky s probiotiky

Trend pouzivani probiotik se v posledni dobé rozsitfuje také v kosmetice. Na trhu se vyskytuji
probiotické krémy, Sampony a dal§i vyrobky. Popsanych zptsobu probiotickych ucinkt
kosmetickych pripravki je nékolik. Byla napiiklad popsana zvysSena produkce ceramidu po
uzivani probiotického krému (s bakteriemi Streptococcus thermophilus), coz podporuje
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funkci kozni bariéry a miize napomahat ke zmirnéni akné [19]. V klinické studii u pacientt
s popaleninami bylo zjisténo, ze lokalni aplikace probiotického ptipravku (Lactobacillus
plantarum) potlacovala bakterialni infekce a podporovala hojeni ran [20]. Podobny ptipad
s pouzitim pfipravku s Lactobacillus plantarum byl popsan pii 1éCeni nohou pacientu s viedy.
Probiotikum snizilo bakterialni zatéz a urychlilo hojeni poskozené tkané [21].

Klinickych testti dokazujicich prospésné ucinky probiotické kosmetiky vSak neni mnoho,
a proto jsou tvrzeni vyrobcti v mnoha pfipadech jedinym zdrojem informaci o pozitivnich
ucincich jejich vyrobkl. Proto by bylo vhodné se tomuto tématu dale zabyvat a potvrdit ¢i
vyvratit tato tvrzeni relevantnimi vyzkumy.

2.3 Vyzkum mikrobialniho sloZeni probiotickych vyrobku

Znalosti o slozeni mikrobialni komunity, zménach a potencialnich mikrobialnich interakcich
v matricich jsou zasadni pro zajisténi produkce bezpecnych a kvalitnich vyrobkd. Studium
mikrobialnich populaci umoziuje lepsi pochopeni a spravu mikrobialnich procest pii vyrobe,
zpracovani, manipulaci a skladovani vyrobkd. Kromeé toho je stale vétsi diraz kladen na
identifikaci a kvantifikaci deklarovanych mikroorganizma. Tradi¢ni kultivaéni metody jsou
nejen zdlouhavé, ale Casto také obtizné (kultivace oslabenych mikroorganismi, detekce
mikroorganisma v silném nartstu doprovodné mikroflory atd.). Tato omezeni vedla k rozvoji
nekultiva¢nich metod zalozenych na amplifikaci a detekci nukleovych kyselin [22].

2.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) ajeji modifikace patii v soucasnosti mezi
nejvyuzivangjs$i molekularn€ diagnostické metody [23].

Metoda PCR je zalozena na in vitro amplifikaci cilovych sekvenci nukleovych kyselin
(predevsim DNA). Béhem reakce dochazi k cyklicky se opakujici syntéze DNA, kdy se
k opaénym koncim vybraného useku fetézci denaturované DNA hybridizuji dva
oligonukleotidové primery. Za katalyzy DNA polymerazou se nasledné od primera zacinaji
protismérné utvaret nova vlakna na obou matricovych fetézcich [24].

2.4.1 Komponenty PCR smési

Smeés pro PCR obsahuje nasledujici slozky:

e Matrice DNA — makromolekula izolované DNA (vétSinou dvouretézcova) obsahujici
cilové sekvence. Pro amplifikaci je vhodné pouzit co nejCist§i a co nejméné porusenou
DNA [25].

e Primery — dva syntetické oligonukleotidy, které jsou komplementarni k okrajovym
sekvencim vybraného uiseku DNA. Primery byvaji slozené z 18-25 nukleotidu. Distribuce
G+C a A+T pari bazi by méla byt rovnomérna. Primery jsou navrzeny tak, aby
nevznikaly vnitini sekundarni struktury ani dimery primera. Teplota tani musi byt u obou
primert podobna a dosahovat alespori 50 °C [24].

e DNA polymeraza — katalyzuje syntézu nového fetézce DNA. Existuje fada polymeraz,
které se 1isi svymi vlastnostmi a typem uziti. V soucasnosti existuji i komercné dostupné
smesi, které kombinuji vyhodné vlastnosti jednotlivych polymeraz. V PCR se pouzivaji
termostabilni polymerazy, ponévadz musi odolavat vysokym teplotam pii denaturaci
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DNA. Casto pouzivana je napt. Tag DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie
Thermus aquaticus [25].

2'-deoxynukleosid- 5'-trifosfaty (INTP) — stavebni kameny pro syntézu novych fetézcu
DNA. Smés dNTP obsahuje ekvimolarni mnozstvi dATP, dCTP, dGTP, dTTP [23].

PCR pufr — vytvafi stalé a optimalni prostfedi. Pfesné slozeni je variabilni podle typu
pouzitého pufru [23]. Nejdtlezit&jsi slozkou PCR pufru jsou Mg** ionty, které tvofi
rozpustny komplex s jednotlivymi dNTP rozpoznadvany DNA polymerazou. Jsou tedy
nezbytné pro jeji aktivitu. Protoze hofecnaté ionty interaguji s mnoha slozkami smési, je
nekdy tieba optimalizovat jejich koncentraci zvIast' [24].

PCR voda — v pfipadé potieby dopliluje reakéni smés na pozadovany objem. Pouziva se
voda o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [23].

2.4.2 Prubéh reakce a vznik PCR produktu

Jeden cyklus PCR zahrnuje 3 kroky, které jsou zavislé na meénici se teploté:

1.

Denaturace molekul DNA (94-97 °C)

Vlivem zvysSené teploty dochazi k rozruseni vodikovych mustki v molekule DNA
k rozvolnéni matricovych fetézci. Je nutné, aby doslo kjejich uplnému oddé€leni.
V opatném piipadé¢ by molekuly DNA rychle renaturovaly adochédzelo by tak
k nespecifickym vazbam primeri ake zkresleni vysledki. Z tohoto divodu byva
denaturace templatové DNA v pocatecnim a konecném cyklu prodlouzena na nekolik
minut. V dalSich cyklech probiha tato faze obvykle po dobu 30-60s (s ohledem na
stabilitu DNA polymerazy) [24].

Hybridizace primerd k oddélenym fetézcim DNA (50-68 °C)

Reak¢éni smés je ochlazena na pozadovanou teplotu a primery jsou komplementarné
pfipojeny k oddélenym fetézcim DNA. D¢ probiha 30-60s. Teplota vhodna pro
hybridizaci zavisi na teplot¢ tani primerd a DNA, na délce oligonukleotidi a na
zastoupeni pari bazi (trojné vazby mezi G a C zvySuji stabilitu dvoufetézce a tim
i denaturacni teplotu) [24, 25].

Syntéza novych komplementarnich fetézci DNA (65-75 °C)

Za katalyzy DNA polymerazou dochazi k vytvoreni nového vlakna DNA. Od 5' konce
primeru jsou vazany nukleotidy komplementarni k sekvenci pivodnich fetézcii DNA ve
sméru 5'— 3'. Tato faze probihd 60—120 s. V poslednim cyklu byva téz prodlouzena na
nékolik minut, aby se zajistilo kompletni dosyntetizovani DNA [23]. Teplotni optimum se
odviji od pouzité polymerazy [24].
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Opakovanim uvedenych tfi kroka vznikaji nova vlakna, ktera nasledné rovnéz slouzi jako
templat pro daldi syntézu. Timto procesem lze exponencialné (2", n — pocet cykld)
syntetizovat az 10° kopii vybraného iseku DNA. Optimalni poet cykli se obvykle pohybuje
vrozmezi 25-35 cyklld aodviji se od vychozi koncentrace templatové DNA. Pii prili§
vysokém poctu cykla se snizuje a¢innost DNA polymerazy a dochazi k vyznamnému nartstu
poctu nespecifickych produkti PCR [23, 24].

Pribeh reakce PCR je uveden na Obrazku 1. Obrazek mimo jiné demonstruje vznik
delsich produkti (linearni rist) a vznik dvoufetézce pozadované délky az ve tfetim cyklu
(exponencialni rast).

1. cyklus 2. cyklus
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AT S 3T TTT TT RRRRRRAAES
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e e e 5 5 -3
4 BE 1,2a3

Obrazek 1: Pribéh reakce PCR. Upraveno dle [26].

2.4.3 Detekce produktu konvenéni PCR

Produktem PCR jsou amplikony, coz jsou useky DNA definované délky o velikosti obvykle
desitky az tisic part bazi (bp). Vzniklé amplikony se separuji elektroforeticky (vétSinou na
agarozovém gelu) podle jejich velikosti, resp. molekulové hmotnosti. Soucasné¢ s PCR
produktem se ponecha migrovat DNA standard, ktery obsahuje fragmenty o znamé velikosti
a na zakladé jejich porovnani je mozné urcit velikost amplikonu. Pro vizualizaci jsou vzniklé
fragmenty obarveny interkalaCnimi barvivy (nejCastéji ethidium bromidem), které pii
zaclenéni v  dvouvldknovych strukturach a ozafeni UV  paprsky intenzivné
fluoreskuji [24, 27].

Podle intenzity fluorescence jednotlivych pasi na gelu je odhadovana koncentrace
produkti PCR. Kvantifikace vysledkd je tudiz obtizna a metoda v nékterych piipadech
postrada potiebnou presnost [24].

2.5 PCR Vv realném case

PCR v realném case je modifikaci konven¢ni PCR. Je to moderni, rychle se rozvijejici
metoda umoziujici rychlou, citlivou a spolehlivou detekci specifického useku nukleovych
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kyselin. Na rozdil od konven¢ni PCR, kde je produkt detekovan elektroforeticky az po
ukonceni reakce, je pfi PCR v realném Case umoznéno monitorovani vznikajiciho produktu
PCR béhem reakce v kazdém cyklu prostfednictvim meéteni fluorescenéniho signalu. Dalsi
vyhodou je schopnost kvantifikace vychoziho mnozstvi templatové DNA v analyzovaném
vzorku (odtud téz oznacCeni kvantitativni PCR — qPCR) [28].

2.5.1 Prubéh reakce, slozeni smési qPCR a detekce produktu reakce

Pribéh gPCR je obdobny jako u konvenéni PCR. Zakladem je cyklicky se opakujici

denaturace templatu, hybridizace primert a syntéza novych fetézca cilového tseku DNA.

Z divodu monitorovani produktu jiz béhem reakce obsahuje gPCR smés, kromé komponent

pro konvencni PCR, navic fluorescen¢ni molekuly. Fluorescence je méfena v kazdém cyklu,

pfi¢emz intenzita fluorescencniho zareni je pfimo umeérna koncentraci produktu pfitomného

v reakéni smési [28].

Fluorescencni latky jsou déleny do 3 charakteristickych skupin [24]:

e Interkalacni barviva — fluorescencni barviva, mezi nejpouzivanéjsi patti SYBR Green L.
Samostatné v PCR smési emituje zafeni zanedbatelné, po zaclenéni do nové vzniklé
dvousroubovice DNA dochazi k vyraznému narastu fluorescence, ktera je pfimo umérna
koncentraci produktu PCR. Méfeni intenzity signalu probihé na konci faze elongace nebo
prubézné. Hlavni nevyhodou fluorescencnich barviv je nemoznost rozliSeni specifickych
a nespecifickych produkti PCR, protoze se mohou vazat do jakékoli dvouvlaknové
struktury (napf. dimery primerd). Kromé€ toho tato barviva nelze pouzit
u mnohonasobnych reakci PCR. Naopak jejich ptednosti je jednoduché pouziti a finan¢ni
dostupnost [24, 29].

e Fluorescenéné znatené sondy — oligonukleotidové sondy, napf. TaqMan'™. Jsou
komplementarni k jednomu z fetézct templatové DNA v misté mezi obéma primery, maji
vyss§i hodnotou teploty tani (Ty,) asi o 10 °C nez je T, primerd. Na 5'-konci obsahuji
fluorescencni latku a 3'- konci zhaSe¢ fluorochromu. Zhase¢ se nachazi v blizkosti
fluorochromu, a proto pohlcuje fluorescenci emitovanou fluorescencni latkou. Pti syntéze
komplementarniho vlakna dochéazi 5'— 3' aktivitou Tag DNA polymerazy k odbourani
sondy. Jakmile dojde k uvolnéni jednotlivych slozek sondy, je ukonceno zhaseni barviva
a dochazi k emisi fluorescence. V pribéhu PCR dochazi ke zvySovani poctu volnych
molekul fluorochromu atim k zesileni fluorescence [24, 28]. Sondy, na rozdil od
interkalacnich barviv, detekuji vyhradné specifické produkty. Jejich hlavni nevyhodou je
vysoka cena a komplikovana optimalizace, nelze je uzit pti analyze kiivky tani [29].

e Fluorescenné znaCené primery — primery, jako napi. AmpliFluor™ nebo technologie
LUX, svlasenkovou strukturou funguji na podobném principu jako sondy, k vyrazné
emisi dochazi az pfi naruSeni struktury primeru béhem syntézy DNA u specifickych
produktt [24].

2.5.2 Kvantifikace produktu PCR v realném case

Presné urceni vychoziho mnozstvi templatové DNA v analyzovaném vzorku je umoznéno
monitorovanim fluorescence v kazdém cyklu. Intenzita fluorescence je pfimo Umérna
koncentraci produktu piitomného v reakéni smési [28]. Naméfena fluorescence je vynesena
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proti pfislusnému cyklu, spole¢né tvori tzv. amplifikacni kiivky, jejichz matematickou

analyzou dosdhneme kvantifikace produktu. Podle fluorescencni aktivity lze amplifikacni

kiivku rozdélit na 3 ¢asti (Obrazek 2) [30]:

1. Faze pozadi (baseline) — koncentrace amplikona je nizka, nedochazi k vyznamnému
narustu fluorescence [28, 30].

2. Exponencialni faze — dochazi k exponencialnimu rdstu mnozstvi amplikoni a tim
1 fluorescence [30].

3. Linearni faze — se zvySujici se koncentraci templatu klesa mnozstvi dostupné DNA
polymerazy a s tim klesa rychlost prirtstku produktu [33].

4. ,Plat6“ faze — systém je nasycen, mnozstvi amplikoni se dale neméni a intenzita
fluorescence zustava konstantni [30].

1 platd faze
] linearni faze
g _
@ 0.75
o _
@ _
= i
E _
= 0.5
= .
E .
o _
0.25—
- exponencialni faze
00— I I B B B I
30 40

pocet cykid

Obrazek 2: Standardni amplifikacni kiivka. Upraveno dle [30].

Dulezitym bodem amplifikacni kiivky i celé reakce je C, (treshold cycle), coz je cyklus,
ve kterém intenzita fluorescence prekroci prahovou hodnotu detekce [29]. Hodnota C; je
fazena do exponencialni faze [30]. Plati, Ze ¢im vysSi je pocatecni koncentrace templatu
v reakéni smési, tim dfive je detekovana zvySujici se fluorescence produktu atim nizsi je
hodnota C,. Parametr C, je dobfe reprodukovatelny [28].

Metoda absolutni kvantifikace, ktera se odviji od linearniho vztahu mezi logaritmem
vychoziho poctu templatovych kopii Ny ahodnotou C; piislusné amplifikacni kfivky,
umoziuje stanoveni piesné vychozi koncentrace cilové DNA.

Prostfednictvim kalibra¢ni piimky, ktera je ziskana amplifikaci série standard(i o znamé
koncentraci spolu se vzorkem analyzované DNA (Obrazek 3), lze urcit efektivitu
a spolehlivost reakce [30].
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Obrazek 3: Grafické vyjadreni metody absolutni kvantifikace — standardni amplifikacni kiivka,
kalibracni primka. Upraveno dle [30].

e Reakeni ucinnost (efficiency) — je urCena sklonem kiivek (M), v ptipadé 100% ucinnosti
reakce se v kazdém cyklu zdvojnasobi fluorescence a sklon kalibracni kiivky bude mit
hodnotu —3,333 (Rovnice 1).

Rovnice 1: Vypocet reakcni uicinnosti [30].
Efficiency= 10C1store) 1
Efficiency=100% =10">% —1

Optimalni hodnota sklonu kfivek by se méla pohybovat v rozmezi —-3,9 az -3,0, coz
odpovida 80—110% ucinnosti reakce.

e Korelatni koeficient R* — vyjadfuje piesnost reakce, vysledky lze povazovat za
spolehlivé, pokud je R* >0,985 [30].

2.5.3 Analyza krivky tani (Melt analyza)

Tato metoda se nejcast€ji pouziva k rozliseni specifickych produkti PCR od nespecifickych.

Po ukonceni PCR je roztok s amplikonem ochlazen, a poté postupné zahfivan na teplotu
vyS$§i, nez je predpokladana teplota tani T, amplikonu, zaroveii je zaznamenavana intenzita
fluorescencniho signalu. ZvySena teplota zplisobi, ze se vlakna DNA zacnou oddélovat,
fluorescencni barvivo se uvoliiuje z molekul a fluorescence se snizuje. Vyznamny pokles
fluorescence nastava v uzkém teplotnim rozmezi.

Vynesenim intenzity fluorescence oproti pfislusné teploté vznika ktivka tani. Z inflexniho
bodu kfivky tani nebo z vrcholu piku ziskaného zapornou derivaci fluorescence oproti teploté
lze stanovit Ty, specifickou pro pfitomné amplikony [29, 31]. Ty, je teplota, pii které dojde
k rozvolnéni prave poloviny dvoufetézcové DNA na jednotliva vlakna.

Teplota tani Ty, a tvar kiivky tani jsou ovlivnény délkou amplikonu, sekvenci a obsahem
GC-part v sekvenci DNA [32]. Nespecifické produkty PCR maji hodnotu T, obvykle nizsi
nez specifické produkty. Pokud je pfitomen pouze specificky produkt, kiivka tani ma jeden
vrchol, pokud jsou pfitomny i nespecifické produkty, kfivka ma vice vrcholi [30]
(Obrazek 4).

Analyzu je mozné provést jedin€ s vyuzitim interkalacnich barviv [33].
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Obrazek 4: Analyza kiivky tani. Upraveno dle [30].

2.5.4 VysokorozliSovaci analyza krivky tani (HRM)

VysokorozliSovaci analyza kiivky tani predstavuje novou, citlivéj$i verzi konvencni analyzy
kiivky tani. Je zalozena na detekci malych rozdila v profilu kiivek tani a v hodnotach teploty
tani (Ty,) analyzovanych vzorkii DNA. HRM analyza teoreticky umoziiuje detekci na urovni
jednonukleotidovych rozdili v sekvencich DNA a tim velmi pifesnou specifikaci PCR
produktu [34, 35].

Rozdil oproti konvencni analyze kfivky tani je v pouziti pln€ saturacniho fluorescen¢niho
barviva, napf. SYTO 9. Tim je eliminovéana redistribuce barviva béhem denaturace a je
umoznéno monitorovani zmén intenzity fluorescence ve vysokém rozliSeni pomoci vhodnych
cyklerti s vysoce piesnou a stabilni kontrolou Casového teplotniho gradientu (citlivost az
0,01 °C/s). Ve srovnani s konven¢nimi fluorescencnimi barvivy, je pouziti saturacnich barviv
vhodnéjsi, protoze neinhibuji funkci DNA polymerazy [32].

Kfivka tani, vznikla vynesenim intenzity fluorescence oproti pfislusné teploté, byva
z divodu lepsi Citelnosti grafu prevedena na tzv. normalizovanou kiivku tani. Osa
normalizované fluorescence nabyva hodnot 0—1, pfiCemz pocatek tani odpovida hodnoté 1
a konec tani odpovida hodnoté 0 na ose (Obrazek 5A). Rozdily mezi tvary jednotlivych
kiivek tani jsou dobfe patrné na diferencialni kiivce, kde jsou kiivky tani amplikont od¢itany
od kiivky tani referenéniho amplikonu, ktera tvoti zakladni linii (Obréazek 5B) [36, 37].
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Obrazek 5: HRM analyza. Normalizovana k¥ivka tani (A) a diferencidlni krivka (B). Upraveno
dle [36].
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Stejné jako bylo popsano u Melt analyzy, 1ze vyuzit kfivky s derivovanou fluorescenci
vytvarejici piky odpovidajici teplotam tani amplikont. Tohoto pfistupu se vyuziva predevsim
u analyzy smésné DNA. Vyhodnoceni se potom provadi na zakladé porovnavani ktivek tani
amplikont z analyzovanych vzorki DNA s kontrolnimi vzorky. Pro jednodussi
vyhodnocovani nékteré softwary umoziiuji posunout teplotni osy v uréitém intervalu
fluorescence (tzv. standardizaci posunem teploty), nebo zvyraznit skryté vrcholy tak, aby
kazdy predstavoval mistni maximum (tzv. dekonvoluci) [38, 39]. Piiklad analyzy vzorku
smésné DNA porovnavanim vzniklych pika na kfivkach tani produkti PCR a s vyuzitim
dekonvoluce znazoriiuje Obrazek 6.

L. fermentum L. plantarum L. casel L. reuten

Vovov

84 85 85 87 88

Tcplola-(J°C)
Obrazek 6: HRM analyza produktit PCR vzniklych amplifikaci DNA kontrolnich vzorkii (nahore),
HRM analyza krivky tani vzniklé amplifikaci vzorku smésné DNA (dole, carkovand kifivka), stejna
krivka tani po dekonvoluci (dole, plnd kiivka) [38].

Vzhledem k tomu, ze se jedna o velmi senzitivni srovnavaci analyzu, je tfeba dbat na
jednotnost analyzovanych vzorkll. Pro spolehlivost metody je vhodné, aby mély vzorky
stejny objem, stejnou koncentraci DNA (v co moznd nejvyssi kvalit€), fluorescencéniho
barviva, Mg” iontd atd. Vzorky rizného stafi a zpisobu izolace je tieba predistit a rozpustit ve
stejném pufru (kvuli stejnému iontovému slozeni).

Pti navrhovani primerti pro PCR-HRM je kromé dodrzovani béznych zasad kladen diraz
na to, aby primery nevytvarely nespecifické produkty PCR [36, 40]. Pro HRM analyzu byvaji
navrhovany primery ohranicujici useky vybrané z hypervariabilnich oblasti bakterialniho
genu, které vykazuji u riznych druhli znacné rozdily v sekvencich DNA [41]. Senzitivitu
a specificitu metody ovliviiuje také délka amplikontu (nejvhodnéjsi jsou produkty PCR do
300 bp). Cim jsou amplikony delsi, tim je dosazeno mensiho odligeni jejich kiivek tani [36].

2.5.5 Nevyhody metod PCR

Analyza realnych vzorki obnasi fadu komplikaci, které jsou obecné spojeny se
zpracovavanim komplexnich matric.
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Kromé obtizi v konkrétnich ptipadech zahrnuji tyto problémy kvalitu analyzované DNA,
ktera je Casto degradovana procesem zpracovani, coz limituje délku amplikonu (takova
analyza neni nemozna, ale zna¢né obtizna). DNA muze byt rovnéz depurinovana pusobenim
kyselého pH a enzyma, ¢imz dochazi k ovlivnéni mnozstvi amplifikovatelné DNA a nasledné
i detekce a kvantifikace.

Velky problém spojeny s analyzou komplexnich vzorkli pfedstavuje znacné mnozstvi
inhibitori PCR ¢i latek znesnadiujicich extrakci DNA [42]. Kontaminanty mohou
predstavovat pifimo slozky vyrobku (polysacharidy, lipidy, proteiny, polyfenoly, ionty kova
nebo komplexy uhlovodikil) nebo latky spojené s manipulaci se vzorkem (slozky kultivac¢nich
médii, detergenty ¢i cizoroda DNA aj.) [35, 43]. Je proto vhodné peclivé volit zpisob izolace
DNA, izolovanou DNA vzdy dostatecné precistit, pfipadné vzorky DNA natedit. Pro piipad
mozného zisku falesné€ negativnich vysledkl je vhodné zatazeni pozitivni kontroly [23, 24].

Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je teoreticky mozné, ze i kontaminace jedinou
molekulou cizorodé DNA muze zpusobit zisk falesné pozitivnich vysledkti. Pro minimalizaci
téchto chyb je zadouci dodrzovat urcité standardni postupy. Kromé sterilnich podminek se
jedna o oddélené skladovani reakCnich komponent, pfipravu komponent ivzorkia do
alikvotnich ¢asti, pfidani slozky DNA az na zavér a zafazeni negativni kontroly [23].

Dalsi omezeni spolehlivosti PCR metod pii analyze mikrobialniho slozeni vzorku byva
zpusobeno tim, ze analyza DNA nerozliSuje mezi zivymi a nezivymi bunkami a mize tak
generovat fale§né pozitivni vysledky [42, 44]. Mozné feSeni situace predstavuje pouziti
vhodnych interkala¢nich barviv jako je propidium monoazid (PMA). PMA selektivné pronika
pouze do mrtvych bunék s porusenou integritou bunééné membrany a po fotoindukci azidové
skupiny se vaze na DNA, ktera se tim stava nerozpustnou a je odstranéna v prubéhu
extrakce [44].

Znacny problém mize predstavovat také alespon Castecna znalost cilové sekvence DNA
a navrh vhodnych specifickych primert [45].

Co se pouziti HRM analyzy tyka, ponékud limitujici vlastnosti je, Ze neumoziuje
konkretizovat rozdily v sekvencich DNA. Je také obtizné detekovat zmény, které neovliviiuji
pomérné zastoupeni G a C bazi. RozlisSovaci schopnost analyzy klesa s rostouci délkou
retézce [36].

2.5.6 Vyhody metod PCR

Pres uvedené obtize disponuji metody PCR nespornymi vyhodami, mezi néz pafi zisk
velkého mnozstvi kopii pozadovaného useku DNA za pomérné kratkou dobu, vysoka citlivost
a specifita reakce, kromé toho Ize analyzovat i velmi starou a degradovanou DNA (fragmenty
délky 80-120 bp), a to i ve velmi malém mnozstvi. PCR nachazi vziti jak v zédkladnim
a aplikovaném vyzkumu, tak 1 v praxi [24, 44].

PCR v realném cCase je moderni modifikaci konven¢ni PCR. Velkou vyhodou této metody
je kvantifikace PCR produktu béhem reakce (v rozsahu 7-8 logaritmickych dekad) a z toho
plynouci pifesnd kvantifikace vychoziho mnozstvi templatu. Oproti konvenéni PCR je PCR
vrealném Case také citlivejsi, specifictéj§i (sondy, Melt analyza/HRMA), presnéjsi
(standardni odchylka <2 %) arychlejsi, dale je mozna i automatizace procesu [28, 30].

Amplifikace 1 analyza kiivek tani probihaji ve stejné zkumavce, bez potieby post-PCR
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manipulace, coz velmi urychluje proces analyzy a snizuje riziko kontaminace analyzovaného
vzorku. Kromé toho je metoda analyzy kfivek tani nedestruktivni, coz umoziuje dalsi vyuziti
PCR produktu i po ukonceni analyzy [33].

V kombinaci s HRM analyzou je mozné ziskat velmi presnou specifikaci PCR produktu.
HRM analyza teoreticky umoziuje detekci na urovni jednonukleotidovych zamén
v sekvencich DNA [34, 35]. Metoda HRMA je také mén¢ néakladna nez napt. sekvencni
techniky. Pouzitim primert pro amplifikaci hypervariabilnich oblasti genu je navic umoznéno
vyuziti PCR jako mnohonasobné metody pro simultanni analyzu Sirokych mikrobialnich
komunit [41].
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3 CIL PRACE

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo prokazat ptitomnost bakterii deklarovanych ve ¢tyfech
vybranych probiotickych vyrobcich (probioticky krém, probiotické tampony, oralni
probiotikum a sdjovy napoj s probiotiky). Nejprve ovéfit viabilitu bakterii obsazenych ve
vyrobcich. Z komplexnich matric vyrobku izolovat DNA a tuto DNA nasledné pouzit jako
matrici pro rodové a druhové specifické polymerazové fetézové reakce. Pro tyto ucely pouzit
vedle konvencni PCR 1 PCR vredlném case. Dosazené vysledky porovnat stdaji
deklarovanymi vyrobci. V posledni ¢asti prace otestovat rizné sady primera s cilem odliSeni
amplikont riznych bakterialnich druhi metodou PCR-HRM.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1

Probiotické vyrobky

Testované probiotické vyrobky byly zakoupeny v komeréni siti. Seznam a charakteristika

vyrobkd jsou uvedeny v nasledujicim textu.

e RYOR —Krém proti zarudnuti a rozsifenym zilkam

o

(@]
(@]
(@]

Vyrobce: RYOR a. s.

Obsazené probiotické bakterie: Lactobacillus pentosus

Deklarované mnozstvi KJT: neuvedeno

Pomocné latky: voda, avokadovy olej, glycerylester kyseliny kaprinové, cetearyl
a sorbitan olivat, polyisobutan, glicerin, cetearyl alcohol, cetyl palmitat, sorbitan palmitat
a oleat, fermentacni lyzat bunek, kaproyl prolinat sodny, oleyl erucate, kokosovy olej,
extract z kofene dubu, vytazek z hnédych fas, tokoferyl acetat, jojobovy olej, pentylen
glykol, lecithin, alcohol, askorbyl palmitat, tokoferol, retinol, polysorbat 20,
fenoxyethanol, methyl-, ethyl-, propyl- a butylparaben, aroma, alfa-isomethyl ionon,
benzyl salicylat, buthylfenyl methylpropional, citronellol, geraniol, hexyl cinnamal,
linalool

e ProDentis — Oralni probiotikum

(@]
(@]

Vyrobce: BioGaia®

Obsazené probiotické bakterie: Lactobacillus reuteri DSM 17938, Lactobacillus reuteri
ATCC PTA 5289

Deklarované mnozstvi KJT: 2-10°/pastilka (0,8 g)

Pomocné latky: isomalt, hydrogenovany palmovy olej, mentolové aroma, matové aroma,
matovy olej, sukralosa

e ellen® — Probiotické tampony

@)
@)

@)
@)

Vyrobce: S&D Pharma CZ s. 1. o.

Obsazené probiotické bakterie: Lactobacillus gasseri 1L.N40, Lactobacillus fermentum
LN99, Lactobacillus rhamnosus LN113

Deklarované mnozstvi KJT: neuvedeno

Pomocné latky: viskoza, bavina, polypropylén, nosné médium (blize nespecifikovano)

e ZAJIC — Séjovy napoj s vlakninou a probiotiky

o

@)
@)
o

Vyrobce: Mogador s.1.0.

Obsazené probiotické bakterie: Bacillus coagulans

Deklarované mnozstvi KJT: 1,25-10"/1 g

Pomocné latky: suseny kukuficny sirup, sdjova bilkovina, sojovy olej, inulin, maltitol,
fosforecnan draselny, emulgator E471, kaseinat sodny, oxid kiemicity, chlorid sodny,
aroma, karoteny
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4.1.2 Bakterialni kmeny

Bakterialni kmeny pouzité jako pozitivni kontroly byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganism®, Brno, CR (Czech Collection of Microorganisms, CCM). Izolovana DNA
(10 ng/wl) zuvedenych bakterialnich kmeni byla dodana vedouci prace
Ing. Trachtovou, Ph.D.

e Bacillus subtilis CCM 1999

e Lactobacillus acidophilus CCM 4833T
e Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T

e Lactobacillus fermentum CCM 7192T

e Lactobacillus gasseri CCM 7009T

e Lactobacillus pentosus CCM 4619

4.1.3 Chemikalie

e Agar (Pliva-Lachema, Brno, CR)

e Agarbza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brmo, CR)

e DNA standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, CR)

e Dodecyl sulfat sodny — SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Fenol (Lachema, Brno, CR)

e Fluorescencni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

e Masopeptonovy agar — MPA (HiMedia Laboratories, Mumbai, Indie)
e Meédium de Mann, Rogosa, Sharpe — MRS (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)
e Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

e Polyethylen glykol — PEG 6 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Serva, Heidelberg, SRN)

24



4.14 Roztoky

e Lyzacni pufr (10 mM Tris-HCI, pH 7,8, 5 mM EDTA, pH 8, 3 mg/ml lysozymu)

e Smes chloroformu a isoamylalkoholu — CIZ (v poméru 24:1)

e TBE pufr (54 g Tris-HCI, 27,5 g H3BO3;, 20 ml 0,5M EDTA, pH 8, doplnéno na 11
destilovanou vodou, pred pouzitim 10krat nafedéno)

e TE pufr (10 mM Tris-HCIL, pH 7,8, 1 mM EDTA, pH 8, destilovana voda)

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

4.1.5 Magnetické nosice

Pro izolaci DNA byly pouzity magnetické polymerni nosice ozna¢ované jako Fkol B 100 ox
aFkol 135 ox (2mg/ml), kter¢é byly pfipraveny Ing. Horakem, CSc. na
Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze. Specifikace magnetickych
nosicu je uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1: Specifikace magnetickych nosicii.

Fe Prumér -COOH
Znateni Pol PDI
facent OYMEr 1 (¢, hm.) | nosice (um) (mM/g)
Fkol B 1000x | PGMA 5,36 0,7 1,16 0,67
Fkol 135 ox PGMA 6,60 1,0 1,05 2,61

PDI — index polydisperzity (pomér hmotnosti a poctu nosicii o priimérné velikosti), PGMA —
polyglycidyl methakrylat.

4.1.6 Komponenty pro PCR

e dNTP (10 mM), (Top-Bio, Praha, CR)

e 10krat koncentrovany PCR pufr (750 mM Tris-HCI, pH 8§,8; 200 mM (NH4)2S04, 1%
Tween 20, 25 mM MgCl,), (Top-Bio, Praha, CR)

o MgCl, (25 mM), (Top-Bio, Praha, CR)

e primery (10 pmol/ul), (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)
pozn.: specifikace pouzitych primert jsou uvedeny v Tabulce 2, 3 a 4

e ¢PCR 2x SYTO-9 Master Mix (2krat koncentrovany 150mM Tris-HCl, pH 8.8;
40mM (NH4),SO4, 5SmM MgCl,, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP, 400uM
dTTP, Taq DNA polymeraza (50 U/ml), monoklonalni protilatka anti-Taq, SYTO-9,
stabilizatory a aditiva), (Top-Bio, Praha, CR)

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

e Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)
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Tabulka 2: Specifikace pouZitych primerii pro konvencni PCR.

Specifickd Velikost
P Primer | Sekvence primeru (5°-3") | produkti | Reference
PCR PCR (bp)
TCC TAC GGG AGG
Domé Feub CAG CAG T
omena 466 [46]
Bacteria R cub GGA CTA CCA GGG
- TAT CTA ATC CTGTT
CTC AAA ACT AAA
LbLMa 1
Rod PLMa CAA AGT TTC 550 [47]
Lactobacillus R 16 CTT GTA CAC ACC GCC
CGT CA
TGG ATG CCT TGG CAC
F_alllact
Rod TAG GA 92 [46]
Lactobacillus R alllact AAA TCT CCG GAT
- CAA AGC TTA CTT AT
B.KI/F TCA CCAT%%GGCRA CGA
] 1 4
Rod Bacillus i CGT ATT CAC CGC GGC 095 [48]
ATG
Tabulka 3: Specifikace pouzZitych primeri pro druhove specifické PCR v redlném Case.
Velikost
Specificki PCR | Primer | Sekvence primeru (5'- 3") | produktii | Reference
PCR (bp)
CAG TGG CGC GGT
. pentF
Lactobacillus TGA TAT C 718 (49]
pentosus REV TCG GGA TTA CCA
P AAC ATC AC
TTG CAT CTT GAT TTA
RhamFW
Lactobacillus e ATT TTG AAC 683 [50]
rhamnosus UniverRV TTC GCC ACT GGT GTT
CTT CC
FermEFW GGC CCA ATT GAT
Lactobacillus TGA TGG TGC 704 [50]
fermentum ) TTC GCC ACT GGT GTT
UniverRV CTT CC
CGG ATA ACA ACA
GassFW
Lactobacillus o CTA GAC GC 574 [50]
gasseri ) TTC GCC ACT GGT GTT
UniverRV CTT CC




Tabulka 4: Specifikace pouzitych primerii pro PCR-HRM.

Primer Sekvence primeru (5- 3") Reference
V3-F CTC TGT TGT TAG GGA AGA ACA AGT 51]
V3-R GCT TTC TGG TTA GGT ACC GTC AAG GT
V6-F AAC CTT ACC AGG TCT TGA CAT CC [51]
V6-R AGC TGA CGA CAA CCATGC ACC

V1F-HRM CCT AAT ACA TGC AAG TCG AACG [52]
V1R-HRM GGT TAC CCA CGT GTT ACT CACC
P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC 53
P2V1 TTC CCC ACG CGT TACTCA CC >3]
GroHRM-F GTT TGA TCG CGG CTA TCT GA [54]
GroHRM-R CCT TGT TGM ACG ATT TCT TG

4.1.7 Pomucky a pristroje

e Bézné laboratorni sklo, plastové a kovové pomucky apod.

e Biologicky termostat BT 120M (Laboratorni piistroje, Praha, CR)

e Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)

e Centrifuga Mini Spin 14 500 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Exikator (KIF LAB)

e Inkubac¢ni box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
e Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New jersey, USA)

e LightCycler® Nano Instrument (Roche, Basel, Svycarsko)

e Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

e Mikropipety Finnpipette F2 riznych objemi (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

e Mikropipety Discovery HTL riznych objemt (PZ HTL, Varsava, Polsko)
e Mikrovinna trouba PROLINE SM117

e Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)

e NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
e Ockovaci box (Fatran, Slovensko)

e Temperovana tfepacka ES-20 (bioSan, Riga, Litva)

e Termostat BT 50 (Laboratorni piistroje, Praha, CR)

e Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

e Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)

e Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA)

e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer PufferTM, Loughborough, UK)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,

Woodbridge, USA)
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4.2 Metody

Popsané postupy prace byly prevzaty ze skript k laboratornimu cviceni [23] s vlastnimi
upravami.

4.2.1 Priprava rustovych médii

MRS médium (de Man, Rogosa, Sharp) bylo piipraveno smichanim praskového média
a destilované vody (v poméru 55,15 g/1 1). K ¢asti smési bylo pfidano pfislusné mnozstvi
agaru (15g/1 1) pro piipravu pevného média. Pro pfipravu masopeptonového agaru (MPA)
bylo pouzito 23 g praskového média na 1 1 destilované vody. Roztoky byly sterilizovany
v autoklavu (121 °C/15 minut). Smési pevnych médii byly nality na Petriho misky.

4.2.2 Extrakce a nabohaceni mikroorganismu z tampénu ellen®

Tampon byl sterilné umistén do Erlenmeyerovy baiky s200 ml tekutého MRS média.
Extrakce probihala na tfepacce pii 185 ot/min, pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.

4.2.3 Zpracovani vyrobku pro kultivaci bunék

Byl odebran 1 gkrému RYOR a praskového napoje ZAJIC, 1 tableta probiotika ProDentis
o hmotnosti 0,8 g a 1 ml tekutého MRS média s bakterialnimi butikami ziskanymi z tamponu
ellen®. Vzorky byly rozmichdny v 5 ml destilované vody. 100 ul z kazdého roztoku bylo
rozetfeno sterilni hokejkou na Petriho misky s pevnym médiem MRS a MPA. Kazdé
oc¢kovani bylo provedeno ve dvou paralelach. Buiiky byly kultivovany za aerobnich
podminek pii 37 °C po dobu 48 hodin, poté probéhla kontrola bakterialniho nartstu.

4.2.4 Priprava hrubého lyzatu bakterialnich bunék

Z kazdého vyrobku byly odebrany dva paralelni vzorky — po 1 g z krému RYOR a népoje
ZAJIC, po 1 tableté probiotika ProDentis o hmotnosti 0,8 g a po 1 ml tekutého MRS média
s bakterialnimi bunkami ziskanymi z tampoénu ellen®. Ke vzorkiim bylo pfidano po 1 ml
lyzaéniho pufru s lysozymem. Vzorky byly za obCasného promichani inkubovany 30 minut
pii laboratorni teploté. Déle bylo piidano 50 pl 10% SDS a 10 ul proteinazy K (0,1 mg/ml)
avse bylo promichano. Vzorky byly inkubovany 24 hodin ptfi 55 °C. Hrubé lyzaty byly
uchovany pro dalsi praci.

4.2.5 Izolace bakterialni DNA metodou fenolova extrakce

K 500yl lyzatu bunék bylo pfidano 500 pl fenolu (pfedestilovan, pH 7,8; obarven
oxychynolinem). Roztoky byly 4 minuty kyvavym pohybem opatrné promichavany.
Mikropipetou byla odebrana vodni faze s DNA do novych Eppendorfovych zkumavek.
Vzorky byly doplnény TE pufrem na objem 500 pl. Bylo pfidano 700 ul smési chloroform-
isoamylalkohol (24:1). Roztoky byly opét 4 minuty promichavany kyvavym pohybem. Poté
byly vzorky centrifugovany pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut. Opét byla odebrana vodni
faze s DNA do Cistych Eppendorfovych zkumavek.
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4.2.6 Srazeni DNA ethanolem

Vzorky byly doplnény TE pufrem na 400 pl. Bylo pfidano 20 pul 3 M octanu sodného a vse
bylo promichano. Byl pifidan 1 ml ethanolu (96 %) vychlazeného na —20°C a obsah
zkumavek byl promichan. DNA byla srazena pifi —20 °C po dobu 15 minut. Vzorky byly
centrifugovany pii 14 500 ot/min po dobu 15 minut. Supernatant byl slit a sediment se nechal
okapat. Zkumavky se sedimentem byly suSeny v exikatoru. Sediment byl suspendovan
v 200 pl TE pufru a vzorky uchovany pii 4 °C pro dalsi praci.

4.2.7 Izolace bakterialni DNA pomoci magnetickych nosica

K separaci DNA z hrubych lyzatd bunék pomoci magnetickych nosi¢t Fkol B 100 ox
a Fkol 135 ox byla pfipravena smés (Tabulka 5) o celkovém objemu 1 000 pl.

Tabulka 5: SlozZeni smési k izolaci DNA pomoci magnetickych mikrocastic.

Porl?:;lg:ltli:;ntych Komponenty Objem (ul)
1. NaCl (5 M) 400
2. hruby lyzéat bunék 100
3. PEG 6 000 (40 %) 400
4. magneticky nosi¢ (2 mg/ml) 100

Vysledna koncentrace PEG 6 000 ve smési byla 16 %, NaCl 2M. Sm¢és byla inkubovana
10 minut pfi laboratorni teploté. Dale byla smés umisténa do magnetického separatoru, kde
byly magnetické nosi¢e s navazanou DNA separovany po dobu 5 minut pfi laboratorni
teplot€. Supernatant byl odpipetovan. Zkumavky s magnetickymi nosi¢i a DNA byly
odstranény z magnetického separatoru, promyty 1 ml 70% ethanolu, vzorky byly promichany
a separovany v magnetickém separatoru po dobu 30 s pii laboratorni teploté. Supernatant byl
opatrné odpipetovan. Magnetické nosice byly znovu 2krat promyvany s 500 pl 70% ethanolu
a separovany po dobu 30s, supernatant byl nasledné opét odstranén. Eppendorfovy
zkumavky byly vyjmuty z magnetického separatoru a zbytek ethanolu byl odpafen
v exikatoru. DNA navézana na magnetickych nosi¢ich byla 24 hodin eluovana v 50 ul TE
pufru. Nasledné byly v magnetickém separatoru separovany magnetické castice z roztoku po
dobu 1 minuty a eluat obsahujici DNA byl odebran do ¢istych zkumavek.

4.2.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

Po kalibraci pfistroje byly roztoky DNA v TE pufru o objemu 2 pl naneseny na ¢ocku
mikrolitrové kyvety pfistroje NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer. V rozmezi
vinovych délek 220-320 nm byla zméfena absorbance DNA oproti TE pufru. U kazdého
vzorku byla absorbance zméfena tfikrat. Pfistrojem byla stanovena hodnota absorbance pro
vinové délky 260 nm (maximum absorbance pro DNA) a 280 nm (maximum absorbance pro
proteiny), koncentrace DNA (z hodnoty absorbance pro 260 nm) a poméry hodnot
VypOVidajiCi o Cistot€ DNA (A260 nm/A280 nm @ A260 nm/A230 nm)-
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4.2.9 Agarozova gelova elektroforéza bakterialni DNA
Byl pfipraven 0,8% agarézovy gel smési vhodného mnozstvi agardzy a 0,5krat
koncentrovaného TBE pufru. Suspenze byla v nékolika fazich rozvarena. Po kratkém
chladnuti a promichani byla nalita do elektroforetickych vani¢ek s hiebinkem a ponechana
k zatuhnuti. Do vzniklych komurek v gelu bylo nasledné nanaseno po 15 pul DNA izolované
fenolovou extrakci a pomoci magnetickych nosi¢i smichanych s 3 pl 6krat koncentrovaného
nanaSeciho pufru. Stejnym zpisobem byla nanesena pozitivni kontrola bakterialni DNA
kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833T. Gel byl umistén do elektroforetické vany
a pfevrstven 0,5x TBE pufrem. Elektroforéza probihala pti napéti 80 V po dobu 1,5 hodiny.
Po ukonceni elektroforézy byl gel barven v lazni s ethidium bromidem po dobu 30 minut
a nasledné ozafen v transiluminatoru UV svétlem ovlnové délce 305 nm. Gel byl
vyhodnocen a byla provedena fotograficka dokumentace.

4.2.10 Konvené¢ni PCR

Vsechny komponenty PCR byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce
centrifugovany. Dle Tabulky 6 byly pfipraveny smeési pro konvenéni PCR o celkovém
objemu 25 pl.

Tabulka 6: SlozZeni smési pro konvencni PCR.

Poradi Objem (ul)
pridanych Komponenty Doména Rod Rod
komponent Bacteria | Lactobacillus Bacillus
1. voda pro PCR 19,5 18,5 16,5
2. 10x PCR pufr 2,5 2,5 2,5
3. dNTP (10 mM) 0,5 0,5 1,0
4. primer 1 (10 pmol/ul) 0,5 1,0 1,0
5. primer 2 (10 pmol/ul) 0,5 1,0 1,0
6. Taq DNA polymeraza (1 U/ul) 0,5 0,5 2,0
7. matrice DNA (10 ng/ul) 1,0 1,0 1,0

Jako DNA matrice byla pouzita DNA izolovana z analyzovanych vyrobku, ktera byla
zfedéna na koncentraci 10 ng/ul. Pro jednotlivé specifické PCR byly pouzity specifické
primery. Specifikace pouzitych primert je uvedena v Tabulce 2 (4.1.6).

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola. Jako matrice byla u vSech PCR
pouzita DNA o koncentraci 10 ng/pl izolovana ze sbirkovych kmeni. Pfi PCR specifickych
pro doménu Bacteria a pro rod Lactobacillus byla pouzita DNA Lactobacillus acidophilus
CCM 4833T, pii PCR specifické pro rod Bacillus se jednalo o DNA Bacillus subtilis
CCM 1999. Negativni kontrola byla pfipravena nahrazenim DNA matrice v PCR smési
stejnym objemem vody pro PCR.

Pripravené PCR smési byly promichéany, kratce centrifugovany a umistény do cykleru.
Byl spustén piislusny program pro PCR (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Amplifikacni programy pro konvencni PCR.

Specifikace
Cislo Amplifika¢ni ] Rod Rod
kroku program Doména \ tobacillus | Lactobacillus B iﬁl?us
Bacteria [47] [46]
Prodlouzena ) ) ) )
1 95°C/5min | 95 °C/5 min 95 °C/5 min | 95 °C/5 min
denaturace DNA
2 Denaturace DNA 95°C/30 s 95°C/30 s 94 °C/30 s 95 °C/1 min
3 Hybridizace primert | 55 °C/30 s 55°C/30 s 58°C/30s | 63 °C/l min
4 Elongace DNA 72°C/30s | 72°C/l min | 72°C/1 min | 72 °C/2 min
D teti ani . . . .
5 osyntetizovani 72 °C/5 min | 72 °C/5 min 72 °C/5 min | 72 °C/5 min
DNA
Poéet cyklu (krok 2-4) 30 30 30 30

4.2.11 PCR v realném case s analyzou krivek tani (Melt analyzou)

Pro druhovou identifikaci byla pouzita PCR v realném case.
Komponenty byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce centrifugovany. Dle

Tabulky 8 byly pfipraveny smeési pro PCR v realném case o celkovém objemu 25 pl.

Tabulka 8: SlozZeni smési pro druhové specifické PCR v redalném case.

Poiadi Objem (k)
pFidanych Komponenty Lactobacillus Lactobacillus
komponent pentosus, fermentum,
L. rhamnosus L. gasseri
1. voda pro PCR 7,5 6,5
2. qPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5 12,5
3. MgCl, (25 mM) - 1,0
4. primer 1 (10 pmol/ul) 1,0 1,0
5. primer 2 (10 pmol/ul) 1,0 1,0
6. matrice DNA (nefedéna) 3,0 3,0

Jako DNA matrice byla pouzita nefedénd DNA. Pro PCR specifickou pro druh
Lactobacillus pentosus byla pouzita DNA izolovana z probiotického krému RYOR, pro druhy
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri byla pouzita DNA
izolovana z probiotického tamponu ellen®. Pro jednotlivé druhové specifické PCR byly
pouzity vhodné primery. Specifikace pouzitych primert je uvedena v Tabulce 3 (4.1.6).

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola. Jako matrice byla u vSech
specifickych PCR pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul izolovana ze sbirkovych kmenu. Pfi
PCR specifické pro druh Lactobacillus pentosus byla pouzita DNA Lactobacillus pentosus
CCM 4619, pro druh Lactobacillus rhamnosus se jednalo o DNA Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825T, pro druh Lactobacillus fermentum byla pouzita DNA Lactobacillus fermentum
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CCM 7192T a pro druh Lactobacillus gasseri byla pouzita DNA Lactobacillus gasseri CCM
7009T. Negativni kontrola byla pfipravena nahrazenim DNA matrice v PCR smési stejnym
objemem vody pro PCR.

Pripravené PCR smési byly promichany a pouzity pro druhové specifické PCR. Na
cykleru Rotor-Gene 6000 byl spustén pfislusny program pro PCR v realném case spolecné

s Melt analyzou produkti PCR (Tabulka 9).

Tabulka 9: Amplifikacni programy PCR v redlném case vcetné Melt analyzy.

v Specifik
Cislo Amplifikac¢ni pecrixace
kroku program Lactobacillus | Lactobacillus | Lactobacillus | Lactobacillus
pentosus rhamnosus | fermentum gasseri
Prodlouzena . . .
I 94°C/Smin | 94°C/Smin | 94°C/Smin | 94°C/5min
denaturace DNA
2 Denaturace DNA 94 °C/45 s 94°C/I min | 94°C/l min | 94 °C/l min
3 Hybridizace primera | 56,8 °C/45s | 58°C/I min | 62 °C/l min | 60 °C/l min
4 Elongace DNA 72 °C/90 s 72°C2min | 72°C/2min | 72 °C/2 min
Dosyntetizovani . ) . .
5 72°C/Smin | 72°C/10 min | 72 °C/10 min | 72 °C/10 min
DNA
Pocet cyklu (krok 2—4) 40 35 35 40
50 °C/90 s 50 °C/90 s 50°C/90 s 50°C/90 s
6 Melt analyza 50-99 °C, 50-99 °C, 50-99 °C, 50-99 °C,
po1°C/5s po1l°C/5s po1°C/5s po1°C/5s

Vyhodnoceni vysledki PCR vrealném Case a Melt analyzy bylo provedeno pomoci
softwaru cykleru Rotor-gene 6000 (verze 1. 7. 87).

4.2.12 Agarozova gelova elektroforéza produkti PCR

Produkty konvencni PCR 1 PCR v realném case byly nasledné pouzity pro agardézovou
gelovou elektroforézu. Pro produkty PCR specifické pro doménu Bacteria byl pouzit 1,6%
gel, pro produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus s primery LbLMa 1 a R 16 byl pouzit
1,9% gel a s primery F_alllact a R_alllact byl pouzit 2% gel, pro produkty PCR specifické pro
rod Bacillus byl pouzit 1% gel. Na agarézovou gelovou elektroforézu produkti PCR
specifickych pro druh Lactobacillus pentosus byl pouzit 1,9% gel, pro produkty PCR
specifické pro druhy Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus fermentum byl pouzit 1,4% gel
a pro produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus gasseri byl pouzit 1,5% gel. Gely byly
ptfipraveny smési vhodného mnozstvi agarézy a 0,5krat koncentrovaného TBE pufru.
Suspenze byla v n€kolika fazich rozvarena. Po kratkém chladnuti a promichéni byla nalita do
elektroforetickych vaniCek s hiebinkem a ponechana k zatuhnuti. Do vzniklych komirek
v gelu bylo nasledné nanaseno po 15ul PCR produkti smichanych s3 ul Okrat
koncentrovaného nanaseciho pufru. Na gely byl nanesen rovnéz hmotnostni standard (100 bp
zebfticek). Gely byly umistény do elektroforetickych van a ptevrstveny 0,5% TBE pufrem.
Elektroforéza probihala pfi napéti 80 V po dobu 1,5 hodiny.
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Po ukonceni elektroforézy byly gely ozareny v transiluminatoru UV svétlem o vinové
délce 305 nm, byly vyhodnoceny a byla provedena fotografickd dokumentace.

4.2.13 PCR v reialném case s vysokorozliSovaci analyzou krivek tani (PCR-HRM)

Vzorky DNA izolované z probiotického tamponu ellen® byly podrobeny amplifikaci pomoci
specifickych PCR v realném cCase s naslednou HRM analyzou produkti PCR. Smési pro
PCR-HRM byly pfipraveny dle Tabulky 8 (bez pfidavku MgCl,). Jako DNA matrice byla
pouzita nefedéna DNA izolovana ze zminéného vyrobku o objemu 3 pl. Pro jednotlivé PCR
byly pouzity vhodné primery. Specifikace pouzitych primerti je uvedena v Tabulce 4 (4.1.6).
Stejnym postupem byla pfipravena série pozitivnich kontrol. Jako matrice byla pouzita
DNA o koncentraci 10 ng/ul izolovana ze sbirkovych kment. Pro vSechny specifické PCR-
HRM byla pouzita DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T, Lactobacillus fermentum
CCM 7192T a Lactobacillus gasseri CCM 7009T, dale také smési vzdy dvou kontrolnich
DNA v poméru 1:1 a smés vSech tfi kontrolnich DNA v poméru 1:1:1. Negativni kontrola
byla ptipravena nahrazenim DNA matrice v PCR smési stejnym objemem vody pro PCR.
Pripravené PCR smési byly promichany, kratce centrifugovany a pouzity pro specifické
PCR-HRM pomoci specifickych primeri. Na cykleru LightCycler® Nano Instrument byl

spustén pfislusny program pro PCR v realném Case spolecn¢ s HRM analyzou (Tabulka 10).

Tabulka 10: Amplifikacni programy PCR-HRM dle pouzitych primerii.

Specifikace
kCrloSll((; V3F,V3R | VIF-HRM, | , o 1, P2V1 GroHRM-F,
aV6-F,V6-R | VIR-HRM (53] GroHRM-R
[51] [52] [54]
1 PCR 50 °C/2 min — — —
2 95 °C/2 min 95°C/10 min | 95°C/5 min 98 °C/1 min
3 95°C/15 s 95°C/10s 95°C/30 s 95°C/30 s
4 52°C/20s 60 °C/15 s 52°C/30s 59°C/20s
5 60 °C/20 s 72 °C/20's 72 °C/1 min 72 °C/20 s
6 50 °C/2 min 72 °C/2 min 72 °C/5 min 65 °C/1 min
Poget cykli 40 50 35 45
(krok 3-5)
65 °C/60 s 55°C/60's 60 °C/60 s 65 °C/60 s
7 |HRM| 65-90 °C, 55-95 °C, 60-97 °C, 65-95 °C,
po 0,05°C/l's | po0,25°C/1s | po0,05°C/ls | po0,1°C/ls

Statistické vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci

LightCycler® Nano Software —1.1.

softwaru
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4.3 Vysledky

4.3.1 Kaultivace bunék z vyrobku

Buiiky z vyrobkl byly naoCkovany na tuha média (dle bodu 4.2.3). Po 48 hodinach aerobni
kultivace bakterii prob&hla kontrola bakterialniho narGistu na pevném MRS a MPA médiu.
Intenzitu bakterialniho nardstu uvadi Tabulka 11.

Tabulka 11: Intenzita bakteridlniho nariustu na MRS a MPA.

Médium Probioticky vyrobek i
RYOR ProDentis ellen® ZAJIC
MRS - + e+t +++
MPA ++ ++ ++ ++

— — kolonie nedetekoviny, + — nizky pocet jednotlivych kolonii, ++ — vysoky pocet jednotlivych
kolonii, +++ — souvisly ndriist.

Pouzitim dvou typa tuhych médii bylo docileno nakultivovani bakterii ze vSech vyrobki.
Bakterialni nartst nebyl detekovan pii kultivaci mikroorganismt z vyrobku RYOR na MRS
agaru.

4.3.2 Izolace bakterialni DNA
Z hrubych lyzati bunék z kazdého vyrobku (pfipravenych ve dvou opakovanich dle bodu

424) byla DNA vyizolovana metodou fenolové extrakce (dle bodi 4.2.5 a 4.2.6)
a magnetické separace (dle bodu 4.2.7).

4.3.3 Agaroézova gelova elektroforéza bakterialni DNA

Pritomnost DNA izolované z hrubych lyzatd bunék metodami fenolové extrakce a pomoci
magnetickych nosici byla ovéfena agar6zovou gelovou elektroforézou (dle bodu 4.2.9). Ve
vSech vzorcich byla detekovana DNA. DNA byla relativné intaktni. V nékterych vzorcich
byla DNA casteCné degradovana (obrazek neuveden).

4.3.4 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky (dle bodu 4.2.8).
Absorbance byla u kazdého vzorku zméfena tfikrat a vysledné hodnoty byly zprimérovany.
Vysledky spektrofotometrického méteni, koncentrace a Cistota izolované DNA jsou uvedeny
v Tabulce 12.
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Tabulka 12: Koncentrace DNA izolované z vyrobkii a hodnoty absorbance pri riiznych vinovych

délkach.
. Ol}gi?gaN A V;:l:lﬁ(u ¢ [ng/pl] | Az Azso | A260/A2s0 | Az60/A230

RYOR 1 101,2 2,025 1,373 1,47 1,46

RYOR 2 100,1 2,002 1,378 1,45 1,51

ProDentis 1 1202,5 24,050 | 12,289 1,96 1,64

Fenolova ProDentis 2 1288,4 25,768 | 13,057 1,97 1,68
extrakce ellen® 1 269,8 5,397 3,016 1,79 1,40
ellen® 2 358,9 7,177 4,084 1,76 1,52

ZAJIC 1 875,6 17,512 | 12,302 1,42 0,92

ZAJIC 2 897,8 17,956 | 12,289 1,46 0,86

RYOR 1 140,6 2,812 2,086 1,35 1,56

RYOR 2 139,4 2,788 2,086 1,34 1,60

Separace ProDentis 1 127,3 2,547 1,870 1,36 1,59
magnetickymi | ProDentis 2 128.,4 2,568 1,880 1,37 1,59
nosici ellen® 1 155,1 3,101 2,347 1,32 1,52
Fkol B 100 ox ellen® 2 148,4 2,968 2,228 1,33 1,60
ZAJIC 1 47,5 0,950 0,733 1,30 0,85

ZAJIC 2 60,0 1,200 0,933 1,29 1,18

RYOR 1 204,2 4,084 3,023 1,35 1,60

RYOR 2 202,2 4,044 3,017 1,34 1,56

Separace ProDentis 1 198.,5 3,970 2,917 1,36 1,61
magnetickymi | ProDentis 2 252.,4 5,048 3,730 1,35 1,56
nosici ellen® 1 373,8 7,476 5,587 1,34 1,43
Fkol 135 ox ellen® 2 318,9 6,377 4,758 1,34 1,47
ZAJIC 1 142,6 2,853 2,130 1,34 1,24

ZAJIC 2 169,3 3,386 2,534 1,34 1,35

Pozn.: Byla méFena DNA izolovand ze dvou hrubych lyzatii z kazdého vyrobku (1, 2). Pro izolaci DNA
fenolovou extrakci bylo pouzito 500 ul hrubych lyzati, pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosici
bylo pouzito 100 ul hrubych lyzati.

Bylo izolovano rizné mnozstvi DNA v zavislosti na pouzité metodé izolace a na pouzitém
vyrobku. Koncentrace nukleovych kyselin ve vzorcich
47,5-1288.,4 ng/ul.

Pomeér absorbanci Axep/Ansyi Azeo/ Ao se vEtSinou pohyboval pod optiméalnimi hodnotami
(1,8 a 2). Posouzeni podilu absorbanci Axsp/Azg0 naznacuje, ze Cist§i DNA byla izolovana
metodou fenolové extrakce.

se pohybovala v rozmezi

4.3.4.1 Prepocet stanovené koncentrace izolované DNA

Pro porovnani byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA teoreticky pfepocitana
na objem 100 pl pouzitych hrubych lyzatd bunek a na eluci izolované DNA ve 100 pul
TE pufru. Pro pfepocet byly pouzity nasledujici vzorce.
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Vzorec 2: Teoreticky prepocet koncentrace DNA izolované fenolovou extrakci.

c -2

__ “stanovend

Cteo retickd 5

Vzorec 3: Teoreticky prepocet koncentrace DNA izolované magnetickymi nosici.

c

__ “stanovend

cteoreti cka 2

Vysledky teoretického vypoctu koncentrace izolované DNA uvadi Tabulka 13.

Tabulka 13: Teoreticky prepocitana koncentrace izolované DNA (ze 100 ul hrubych lyzatii, ve 100 ul
TE pufru).

Metoda izolace DNA | DNA vyrobku ¢ [ng/ul]

RYOR 1 40,5

RYOR 2 40,0

ProDentis 1 481,0

i ProDentis 2 5154
Fenolova extrakce llen® 1 107.9
ellen® 2 143,6

ZAJIC 1 350,3

ZAJIC 2 359,1

RYOR 1 70,3

RYOR 2 69,7

ProDentis 1 63,7

Sme;)glfjgikymi nosici ProDentis 2 64,2
Fkol B 100 ox cllen® 1 77,6
ellen® 2 74,2

ZAJIC 1 23,8

ZAJIC 2 30,0

RYOR 1 102,1

RYOR 2 101,1

Separace ProDentis 1 99,3
m;)gnetickymi nosici ProDentis 2 126,2
ellen® 1 186,9

Fkol 135 ox

ellen® 2 159,5

ZAJIC 1 71,3

ZAJIC 2 84,7

Teoreticky prepocitand koncentrace DNA ve vzorcich se pohybovala v rozmezi hodnot
23,8-515,4 ng/ul v zavislosti na pouzité metode a vyrobku.

Nejvyssich vytézkd nukleovych kyselin bylo dosazeno u vyrobku ProDentis metodou
fenolové extrakce. Pfi porovnani efektivity separace DNA magnetickymi nosi¢i bylo
dosazeno vyssich vytézka s pouzitim nosict Fkol 135 ox oproti nosi¢im Fkol B 100 ox.

36



4.3.5 Konven¢ni PCR

Vsechny vzorky izolované DNA (metodou fenolové extrakce a magnetické separace) zfedéné
na 10 ng/ul byly podrobeny amplifikaci pomoci specifickych PCR (dle bodu 4.2.10).
Pritomnost specifickych produkti PCR byla ovétena agarézovou gelovou elektroforézou (dle
bodu 4.2.12).

4.3.5.1 PCR specificka pro doménu Bacteria

Byly pfipraveny smési pro PCR a provedena PCR specifickd pro doménu Bacteria
(primery F_eub a R_eub [46]). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus
acidophilus CCM 4833T. Vysledek elektroforézy produkti PCR a popis gelu je uveden na
Obrazku 7.

1 2 ¥ 4 8§ & 7 8 9 10 11" 12 13 14

1500 bp —>
1000 bp —>

500 bp __,

400 bp — <— 466 bp

1500 bp —>
1000 bp —>

500 bp __,

400 bp — = 466 bp

Schéma naneseni vzorkii: 1 a 15 — Zebricek, 2 — negativni kontrola, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus acidophilus CCM 4833T), 4—11 — DNA izolovand fenolovou extrakci, 12—-20 — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 21-28 — DNA izolovana magnetickymi nosici
Fkol B 100 ox. Naneseno po dvou amplikonech od kazdého vyrobku v poradi RYOR, ProDentis,
ellen®, ZAJIC.

Obrdzek 7: Agarozovd gelovd elektroforéza produktic PCR (466 bp) specifickych pro doménu
Bacteria (primery F_eub a R_eub [46]).

Ve vSech vzorcich byl v rizné intenzité detekovan specificky produkt PCR (466 bp), tim
byla prokazana pritomnost bakterialni DNA.
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4.3.5.2 PCR specificka pro rod Lactobacillus

Byla provedena PCR specificka pro rod Lactobacillus (primery LbLMa 1 a R 16 [47]
a primery F_alllact a R_alllact [46]). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus
acidophilus CCM 4833T. Vysledky elektroforézy produkti PCR a popisy gell jsou na
Obrazcich 8 a 9.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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300 bp —>

200 bp —> <«<— 250 bp

1500 bp —>
1000 bp —>

500 bp —»>

300 bp —>

200 bp —> <— 250 bp

Schéma naneseni vzorki: 1 — negativni kontrola, 2 a 15 — Zebricek, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus acidophilus CCM 4833T), 4-11 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox,
12-20 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 21-28 — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Naneseno po dvou amplikonech od kazdého vyrobku v poradi RYOR, ProDentis, ellen®,
ZAJIC.

Obrdazek 8: Agarozovd gelovd elektroforéza produktii PCR (250 bp) specifickych pro rod
Lactobacillus (primery LbIL.Ma 1 a R 16 [47]).
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Schéma naneseni vzorkii: 1 — negativni kontrola, 2 a 20 — Zebricek, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus acidophilus CCM 4833T), 4—11 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox,
12-19 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 21-28 — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Naneseno po dvou amplikonech od kazdého vyrobku v poradi RYOR, ProDentis, ellen®,
ZAJIC.

Obrdazek 9: Agarozovd gelovd elektroforéza produktiic PCR (92 bp) specifickych pro rod
Lactobacillus (primery F_alllact a R_alllact [46]).

Za pouziti primerd LbLMa 1 a R 16 [47] byl specificky produkt PCR (250 bp) detekovan
po amplifikaci DNA z vyrobku ProDentis. U zbylych vyrobki nebyla za uvedenych
podminek reakce prokazana ptitomnost DNA rodu Lactobacillus.

Amplifikaci DNA s primery F_alllact a R_alllact [46] byl ve vzorcich DNA ze vSech
vyrobkl deklarujicich pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus detekovan specificky produkt
PCR (92 bp). Tim byla prokazana piitomnost bakterialni DNA rodu Lactobacillus.

4.3.5.3 PCR specificka pro rod Bacillus

Byla provedena PCR specificka pro rod Bacillus (primery B-K1/F a B-K1/R1 [48]). Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA Bacillus subtilis CCM 1999. Snimek gelu s nanesenymi
produkty PCR je na Obrazku 10.
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Schéma naneseni vzorkii: 1 — negativni kontrola, 2 a 15 — Zebricek, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Bacillus subtilis CCM 1999), 4-11 — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, 12-20 —
DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 21-28 — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Naneseno po dvou amplikonech od kazdého vyrobku v poradi RYOR, ProDentis, ellen®, ZAJIC.

Obrdzek 10: Agarozovd gelovd elektroforéza produktii PCR (1 095 bp) specifickych pro rod Bacillus
(primery B-K1/F a B-K1/R1 [48]).

Ve viech vzorcich z vyrobku ZAJIC, deklarujicim pfitomnost bakterii rodu Bacillus, byl
v ruzné intenzit€ detekovan specificky produkt PCR (1095 bp). Tim byla prokazana
ptitomnost bakterialni DNA rodu Bacillus.

4.3.6 PCR v realném cCase

Pro druhovou identifikaci byla pouzita PCR v realném case. VSechny druhové specifické
PCR vredlném case byly optimalizovany upravou PCR programu. Vzorky izolované
nefedéné DNA (koncentrace jednotlivych vzorki DNA uvadi Tabulka 12) byly podrobeny
amplifikaci pomoci specifickych PCR (dle bodu 4.2.11). Pfitomnost specifickych produktt
PCR byla ovérena Melt analyzou (dle bodu 4.2.11) a agar6zovou gelovou elektroforézou (dle
bodu 4.2.12).
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4.3.6.1 PCR v reilném case specificka pro druh Lactobacillus pentosus

Byla provedena PCR v redlném case specificka pro druh Lactobacillus pentosus (primery
pentF a pREV [49]). Pro analyzu byla pouzita DNA izolovana z probiotického krému RYOR
deklarujiciho pfitomnost bakterii druhu Lactobacillus pentosus. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA Lactobacillus pentosus CCM 4619. Amplifikacni kiivky testovanych vzorkt
DNA jsou uvedeny na Obrazku 11.

dF/dT

0
Cyklus

Znaceni krivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus pentosus CCM 4619), cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovano po dvou vzorcich DNA z kazdé izolacni metody.

Obrazek 11: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery specifickymi pro druh
Lactobacillus pentosus (pentF a pREV [49]).

Po provedeni Melt analyzy s produkty PCR byl na kfivce tani amplikonu pozitivni
kontroly (DNA Lactobacillus pentosus CCM 4619) detekovan vrchol o teploté tani (Ty,)
86,8 °C. Vrchol o stejné teploté tani byl detekovan také u produkti PCR po amplifikaci DNA
izolované magnetickymi nosi¢i Fkol 135 ox a u jednoho PCR produktu z DNA izolované
nosici Fkol B 100 ox (Obrazek 12).

Ve stejnych vzorcich DNA byl detekovan specificky produkt PCR (218 bp) pomoci
agarozoveé gelové elektroforézy (Obrazek 13).
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus pentosus CCM 4619), Cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovano po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrdzek 12: Melt analyza produktii PCR specifickych pro druh Lactobacillus pentosus
(primery pentF a pREYV [49]).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1500 bp —>
1000 bp —>

500 bp —>

300 bp —>

200bp —» <— 218 bp

Schéma naneseni vzorkii: 1 — ZebFicek, 2 — negativni kontrola, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus pentosus CCM 4619), 4, 5 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, 6, 7 —
DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 8, 9 — DNA izolovand fenolovou extrakci. Naneseno

po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrazek 13: Agarozovd gelovd elektroforéza produktic PCR (218 bp) specifickych pro druh
Lactobacillus pentosus (primery pentF a pREV [49]).

Z vysledki obou metod vyplyva, ze v probiotickém krému RYOR byla prokazana
ptitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus pentosus.
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4.3.6.2 PCRv reilném case specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus

Byla provedena PCR v realném c¢ase specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus (primery
RhamFW a UniverRV [50]). Pro analyzu byla pouzita DNA izolovana z probiotického
tamponu ellen® deklarujiciho pfitomnost bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. Amplifikacni
kiivky vSech testovanych vzorkti DNA jsou uvedeny na Obrazku 14.
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T), Cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovano po dvou vzorcich DNA z kazdé izolacni metody.

Obrazek 14: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery specifickymi pro druh
Lactobacillus rhamnosus (RhamFW a UniverRV [50]).

Po provedeni Melt analyzy s produkty PCR byl na kiivce tani amplikonu pozitivni
kontroly (DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T) detekovan vrchol o teploté tani (Ty,)
89,0 °C. Vrchol o stejné teploté tani byl detekovan také u produkti PCR po amplifikaci DNA
izolované magnetickymi nosici Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox (Obrazek 15).

Ve stejnych vzorcich byl detekovan specificky produkt PCR (683 bp) pomoci agarézové
gelové elektroforézy (Obrazek 16).
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T), Cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovano po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrdzek 15: Melt analyza produktii PCR specifickych pro druh Lactobacillus rhamnosus
(primery RhamFW a UniverRYV [50]).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Schéma naneseni vzorkii: 1 — negativni kontrola, 2 — Zebricek, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T), 4, 5 — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox,
6, 7 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 8, 9 — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Naneseno po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrdazek 16: Agarozovd gelovd elektroforéza produktic PCR (683 bp) specifickych pro druh
Lactobacillus rhamnosus (primery RhamFW a UniverRV [50]).

Vysledky obou metod potvrdily pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus
rhamnosus v probiotickém tampoénu ellen®.
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4.3.6.3 PCR v reilném case specificka pro druh Lactobacillus fermentum

Byla provedena PCR v realném case specifickd pro druh Lactobacillus fermentum (primery
FermFW a UniverRV [50]). Kromé optimalizace PCR programu a navySeni DNA matrice
byla optimalizovana PCR smeés piidavkem hofecCnatych ionth. Pro analyzu byly pouzity
vzorky DNA izolované z probiotického tamponu ellen® deklarujici pfitomnost bakterii druhu
Lactobacillus fermentum. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus fermentum
CCM 7192T. Amplifikacni kfivky vSech testovanych vzorki DNA jsou uvedeny na
Obrazku 17.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus fermentum CCM 71927), cernd —
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negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovdano po dvou vzorcich DNA z kazdé izolacni metody.

Obrazek 17: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Ccase s primery specifickymi pro druh
Lactobacillus fermentum (FermFW a UniverRV [50]).

Po provedeni Melt analyzy s produkty PCR byl na kiivce tani amplikonu pozitivni
kontroly (DNA Lactobacillus fermentum CCM 7192T) detekovan vrchol o teploté tani (Tp)
87,8 °C. Vrchol o stejné teploté tani byl detekovan také u produkti PCR po amplifikaci DNA
izolované magnetickymi nosici Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox. Vrchol kiivek tani amplikont
DNA z fenolové extrakce néalezel hodnoté Ty, rovné 88,4 °C. (Obrazek 18).

Pomoci agardzové gelové elektroforézy byl ve vSech vzorcich detekovan specificky
produkt PCR (704 bp), (Obrazek 19).

45



dF/dT

5‘5 BID BIS TIEI 75Tep|nta [’C}su 3‘5 QIU' 9‘5 1 EIIID
Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus fermentum CCM 71927), cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovano po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrdzek 18: Melt analyza produktii PCR specifickych pro druh Lactobacillus fermentum
(primery FermFW a UniverRV [50])

<— 704 bp

Schéma naneseni vzorkii: 1 — negativni kontrola, 2 — ZebFicek, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus fermentum CCM 71927), 4, 5 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox,
6, 7— DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 8, 9 — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Naneseno po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrdzek 19: Agarozovda gelovd elektroforéza produktic PCR (704 bp) specifickych pro druh
Lactobacillus fermentum (primery FermFW a UniverRV [50]).

Vysledky obou metod potvrdily pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus
fermentum v probiotickém tamponu ellen®.
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4.3.6.4 PCRv reilném case specificka pro druh Lactobacillus gasseri

Byla provedena PCR v realném case specifickd pro druh Lactobacillus gasseri (primery
GassFW a UniverRV [50]). Kromé optimalizace PCR programu a navyseni DNA matrice
byla optimalizovana PCR smeés piidavkem hofecCnatych ionth. Pro analyzu byly pouzity
vzorky DNA izolované z probiotického tamponu ellen® deklarujici pritomnost bakterii druhu
Lactobacillus gasseri. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus gasseri
CCM 7009T. Amplifikacni kfivky vSech testovanych vzorki DNA jsou uvedeny na
Obrazku 20.

dF/dT
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Znaceni krivek: Cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus gasseri CCM 70097T), Cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovdano po dvou vzorcich DNA z kazdé izolacni metody.

Obrazek 20: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery specifickymi pro druh
Lactobacillus gasseri (GassFW a UniverRYV [50]).

Po provedeni Melt analyzy s produkty PCR byl na kiivce tani amplikonu pozitivni
kontroly (DNA Lactobacillus gasseri CCM 7009T) detekovan vrchol o teploté tani (Tp)
87,7 °C. Velmi nizké piky s vrcholem o stejné teploté¢ tani byly detekovany také vzdy
u jednoho z dvojice produkti PCR po amplifikaci DNA ziskané vS§emi metodami izolace —
fenolovou extrakci, magnetickymi nosici Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox. (Obrazek 21).

Ve stejnych vzorcich byl detekovan specificky produkt PCR (574 bp) pomoci agar6zoveé
gelové elektroforézy (Obrazek 22).
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Znaceni krivek: Cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus gasseri CCM 70097T), Cernd —
negativni kontrola, modré — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, zelené — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, oranzové — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Testovdano po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrazek 21: Melt analyza produktii PCR specifickych pro druh Lactobacillus gasseri
(primery GassFW a UniverRV [50]).
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Schéma naneseni vzorkii: 1 — negativni kontrola, 2 — Zebricek, 3 — pozitivni kontrola (DNA
Lactobacillus gasseri CCM 70097), 4, 5 — DNA izolovand magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, 6, 7 —
DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, 8, 9 — DNA izolovand fenolovou extrakci. Naneseno

po dvou amplikonech z kazdé izolacni metody.

Obrdazek 22: Agarozovd gelovd elektroforéza produktiic PCR (574 bp) specifickych pro druh
Lactobacillus gasseri (primery GassFW a UniverRV [50]).

Vysledky obou metod potvrdily pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus gasseri
v probiotickém tamponu ellen®.
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4.3.7 Shrnuti vysledku amplifikace
Pritomnost deklarovanych bakterialnich rodi a druh ve vyrobcich byla ovéfena pomoci
konven¢ni PCR a PCR v realném case. Identifikace druht Lactobacillus reuteri ve vyrobku
ProDentis a Bacillus coagulans ve vyrobku ZAJIC nebyla provadéna, protoze vhodné
primery a pozitivni kontroly k analyze téchto druht nebyly k dispozici.

Vysledky amplifikace shrnuje Tabulka 14.

Tabulka 14: Shrnuti vysledkii amplifikace.

Vyrobek
RYOR | ProDentis | ellen® | ZAJIC
Doména Bacteria +/+ +/+ +/+ +/+
Rod Lactobacillus +/+ +/+ +/+ —/—
Rod Bacillus —/- —/- —/— +/+
Ovéfeni Druh Lactobacillus N N N N
., . | pentosus
pritomnosti Druh Lactobacill
specifické u ctobacutus N N + N
DNA rhamnosus
Druh Lactobacillus N N N N
fermentum
Druh l.,actobaallus N N N N
gasseri

+/+ — pritomnost DNA deklarovana a ovérena, —/— — pritomnost DNA nedeklarovana a nedetekovdna,

N — netestovano

Vysledky amplifikace DNA pomoci specifickych PCR potvrdily ptitomnost bakterialnich
rodd a druha deklarovanych vyrobci ve vyrobcich RYOR a ellen®. Ve vyrobcich ProDentis
a ZAJIC byla potvrzena piitomnost DNA bakterialnich rodt Lactobacillus a Bacillus.

4.3.8 PCR v reilném case s vysokorozliSovaci analyzou krivek tani (PCR-HRM)

Pro rozliSeni bakterialnich druhi ve smésné kultufe byla provedena PCR-HRM (dle bodu
4.2.13). Pro analyzu byly pouzity vzorky nefedéné DNA (koncentrace jednotlivych vzorka
DNA uvadi Tabulka 12) izolované z probiotického tampénu ellen® deklarujici pfitomnost
smeésné bakterialni kultury (druhy Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum
a Lactobacillus gasseri). Pro vSechny PCR-HRM byla pouzita série pozitivnich kontrol DNA
o koncentraci 10 ng/ul ze sbirkovych kmenl Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T,
Lactobacillus fermentum CCM T192T a Lactobacillus gasseri CCM 7009T, dale smési
kazdych dvou kontrolnich DNA v poméru 1:1 a smés vSech tii kontrolnich DNA v poméru
1:1:1. Vzorky DNA byly podrobeny amplifikaci v realném Case s riznymi sadami primerd.
Pro odliseni produkti PCR byla zafazena HRM analyza.
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4.3.8.1 PCR-HRM s primery V3-F a V3-R

Analyzovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR v redlném Case s primery urenymi pro
rozliSeni rozdilnych druhti bakterii (V3-F a V3-R [51]). Vysledky amplifikace jsou
znazornény na Obrazku 23. (Pro piehlednost byl uveden pouze jeden z dvojice vzorki DNA
z vyrobku z kazdé izola¢ni metody).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnédda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus

Obrdzek 23: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery V3-F a V3-R [51].

Pomoci HRM analyzy bylo mozné rozlisit kfivky tani PCR produktl jednotlivych
pozitivnich kontrol. Kfivka tani s vrcholem o teploté tani (T,,) 84,95 °C nalezela pozitivni
kontrole Lactobacillus gasseri CCM 7009T, kiivka tani s vrcholem T, = 85,21 °C nalezela
pozitivni kontrole Lactobacillus fermentum CCM 7192T a kiivka tani s vrcholem
Tm = 86,87 °C nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T. Vrcholy,
o teplotach tani odpovidajicich obsazenym bakterialnim druhtim, na kiivkach tani PCR
produktii ziskanych po amplifikaci smésné DNA detekovany nebyly (Obrazek 24).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
Sfermentum, Zlutd — PK Lbc. gasseri, modra — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus
Obrdzek 24: HRM analyza produkti PCR po amplifikaci s primery V3-F a V3-R [51].

Pomoci HRM analyzy bylo docileno odliSeni amplikont z jednotlivych kontrolnich
bakterialnich druhd Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
gasseri. Bakterialni druhy v amplikonech ze smé&snych DNA odliSeny nebyly.

4.3.8.2 PCR-HRM s primery V6-F a V6-R

Analyzovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR v redlném Case s primery urenymi pro
rozliSeni rozdilnych druhti bakterii (V6-F a V6-R [51]). Vysledky amplifikace jsou
znazornény na Obrazku 25. (Pro piehlednost byl uveden pouze jeden z dvojice vzorki DNA
z vyrobku z kazdé izola¢ni metody).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, zlutd — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Seda — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovand magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmaveé fialova — DNA izolovana fenolovou extrakci.
Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus

Obrdzek 25: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery V6-F a V6-R [51].

Pomoci HRM analyzy bylo mozné rozlisit kifivky tani PCR produkti jednotlivych
pozitivnich kontrol. Kfivka tani s vrcholem o teploté tani (Tn,) 83,39 °C nalezela pozitivni
kontrole Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T, kiivka tani s vrcholem T, = 84,03 °C
nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus gasseri CCM 7009T a kiivka tani s vrcholem
Tm = 84,54 °C nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus fermentum CCM 7192T. Vrcholy,
o teplotach tani odpovidajicich obsazenym bakterialnim druhtim, na kiivkach tani PCR
produktt ziskanych po amplifikaci smésné DNA detekovany nebyly (Obrazek 26).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelend —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus

Obrdzek 26: HRM analyza produkti PCR po amplifikaci s primery V6-F a V6-R [51].

Pomoci HRM analyzy bylo docileno odliSeni amplikont z jednotlivych kontrolnich
bakterialnich druhd Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
gasseri. Bakterialni druhy v amplikonech ze smésnych DNA odliSeny nebyly.

4.3.8.3 PCR-HRM s primery V1IF-HRM a VIR-HRM

Analyzovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR v redlném Case s primery urenymi pro
rozliSeni rozdilnych druhti rodu Lactobacillus (VIF-HRM a VIR-HRM [52]). Vysledky
amplifikace jsou zndzornény na Obrazku 27. (Pro prehlednost byl uveden pouze jeden
z dvojice vzorki DNA z vyrobku z kazdé izola¢ni metody).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend— PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus

Obrdzek 27: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery VIF-HRM a VIR-HRM [52].

Pomoci HRM analyzy bylo mozné rozlisit kiivky tani PCR produkti jednotlivych
pozitivnich kontrol. Kfivka tani s vrcholem o teploté tani (T,,) 83,06 °C nélezela pozitivni
kontrole Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T, kiivka tani s vrcholem T, = 85,70 °C
nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus gasseri CCM 7009T a kiivka tani s vrcholem
Tm = 86,90 °C nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus fermentum CCM 7192T. Dale byly
detekovany dva vrcholy odpovidajici obsazenym druhiim na kiivkach tani PCR produktu
ziskanych amplifikaci smési DNA pozitivnich kontrol Lactobacillus rhamnosus a L. gasseri
a Lactobacillus rhamnosus a L. fermentum. Dva vrcholy byly detekovany také na kiivkach
tani amplikond ziskanych amplifikaci smé€si DNA vsech tfi pozitivnich kontrol a DNA
izolované magnetickymi nosi¢i Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox z vyrobku — vrchol odpovidajici
druhu Lactobacillus rhamnosus a druhy vrchol nerozliSujici druhy Lactobacillus gasseri
a L. fermentum. VSechny amplikony ziskané ze smésné DNA mély vrcholy na kfivkach tani
mirn€ posunuté vuci T, referenCnich pozitivnich kontrol. Vysledky HRM analyzy jsou
uvedeny na Obrazku 28.
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus
Obrdzek 28: HRM analyza produkti PCR po amplifikaci s primery VIF-HRM a VIR-HRM [52].

Pomoci HRM analyzy bylo docileno odliSeni amplikont z jednotlivych kontrolnich
bakterialnich druhd Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
gasseri. PCR produkty ze smésnych DNA pozitivnich kontrol a z DNA z analyzovaného
vyrobku (izolované metodou magnetické separace) umoziiovaly odlisit DNA druhu
Lactobacillus rhamnosus. DNA druhG Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri
vyskytujici se ve smésich spole¢né nebyly rozliSeny.

4.3.8.4 PCR-HRM s primery P1V1 a P2V1

Analyzovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR v redlném Case s primery urenymi pro
rozliSeni rozdilnych druhti rodu Lactobacillus (P1V1 a P2V1 [53]). Vysledky amplifikace
jsou znazornény na Obrazku 29. (Pro ptehlednost byl uveden pouze jeden z dvojice vzorka
DNA z vyrobku z kazdé izola¢ni metody).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, zZluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus

Obrdzek 29: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery P1VI1 a P2V1 [53].

Pomoci HRM analyzy bylo mozné rozlisit kiivky tani PCR produkti jednotlivych
pozitivnich kontrol. Kfivka tani s vrcholem o teploté tani (Tn) 82,90 °C nélezela pozitivni
kontrole Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T, kiivka tani s vrcholem T, = 85,53 °C
nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus gasseri CCM 7009T a kiivka tani s vrcholem
Tm = 86,12 °C nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus fermentum CCM 7192T. Dale byly
detekovany dva vrcholy odpovidajici obsazenym druhtim na kfivkach tani PCR produktu
ziskanych amplifikaci smési DNA pozitivnich kontrol Lactobacillus rhamnosus a L. gasseri
a Lactobacillus rhamnosus a L. fermentum. Dva vrcholy byly detekovany také na kiivkach
tani amplikond ziskanych amplifikaci smé€si DNA vsech tfi pozitivnich kontrol a DNA
izolované vsemi metodami z vyrobku — vrchol odpovidajici druhu Lactobacillus rhamnosus
a druhy vrchol nerozliSujici druhy Lactobacillus gasseri a L. fermentum. VSechny produkty
PCR ziskané amplifikaci smésné DNA mély vrcholy na kiivkach tani mirné posunuté vaci Ty,
referencnich pozitivnich kontrol. Vysledky HRM analyzy jsou uvedeny na Obrazku 30.
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialova — smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelend —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus
Obrdzek 30: HRM analyza produktic PCR po amplifikaci s primery P1V1 a P2V1 [53].

Pomoci HRM analyzy bylo docileno odliSeni amplikonti z jednotlivych kontrolnich
bakterialnich druhd Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
gasseri. V PCR produktech ziskanych amplifikaci smési DNA pozitivnich kontrol a DNA
z analyzovaného vyrobku byl odliSen druh Lactobacillus rhamnosus. DNA druht
Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri vyskytujici se ve smésich spole¢né nebyly
rozliSeny.

4.3.8.5 PCR-HRM s primery GroHRM-F a GroHRM-R

Analyzovana DNA byla amplifikovana pomoci PCR v redlném Case s primery urenymi pro
rozliSeni rozdilnych druhd rodu Lactobacillus (GroHRM-F a GroHRM-R [54]). Vysledky
amplifikace jsou zndzornény na Obrazku 31. (Pro prehlednost byl uveden pouze jeden
z dvojice vzorki DNA z vyrobku z kazdé izola¢ni metody).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus

Obrazek 31: Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case s primery GroHRM-F a GroHRM-R [54].

Pomoci HRM analyzy bylo mozné rozlisit malé rozdily hodnot Ty, na kiivkach tani PCR
produktii jednotlivych pozitivnich kontrol. Ktivka tani s vrcholem o teploté tani Ty, 80,93 °C
nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus gasseri CCM 7009T, kiivka tani s vrcholem
Tm = 81,08 °C nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus fermentum CCM 7192T a kiivka tani
s vrcholem Ty, = 81,15 °C nalezela pozitivni kontrole Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T.
Vrcholy, o teplotach tani odpovidajicich obsazenym bakterialnim druhim, na kiivkach
tani PCR produkti ziskanych po amplifikaci smésné DNA detekovany nebyly (Obrazek 32).
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Znaceni kiivek: cernd — negativni kontrola, cervend — PK Lbc. rhamnosus, ruzova — PK Lbc.
fermentum, Zluta — PK Lbc. gasseri, modrd — smés PK Lbc. rhamnosus a Lbc. gasseri, Sedd — smés
PK Lbc. rhamnosus a Lbc. fermentum, fialovda —smés PK Lbc. gasseri a Lbc. fermentum, zelena —
smés vSech t¥i PK, hnéda — DNA izolovana magnetickymi nosici Fkol B 100 ox, tmavé zelend — DNA
izolovana magnetickymi nosici Fkol 135 ox, tmavé fialova — DNA izolovand fenolovou extrakci.

Vysvetlivky: PK — pozitivni kontrola, Lbc. — Lactobacillus
Obrdzek 32: HRM analyza produktic PCR po amplifikaci s primery GroHRM-F a GroHRM-R [54].

Pomoci HRM analyzy bylo docileno odliSeni amplikonti z jednotlivych kontrolnich
bakterialnich druhd Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
gasseri. Bakterialni druhy v amplikonech ze smé&snych DNA odliSeny nebyly.

4.3.9 Shrnuti vysledku PCR-HRM

K rozliSeni bakterialnich druhtt Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum
a Lactobacillus gasseri deklarovanych v probiotickém tamponu ellen® byla provedena PCR-
HRM s riznymi sadami primerd. Vysledky dosazeného druhového rozliSeni s rdznymi
primery pomoci PCR-HRM shrnuje Tabulka 15.
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Tabulka 15: Vysledky druhového rozliseni pomoci PCR-HRM.

Rozliseni dosazené s jednotlivymi primery
V3-F, V6-F, | VIF-HRM, | P1V1l, | GroHRM-F,
V3-R V6-R VIR-HRM P2V1 GroHRM-R
PK L. rhamnosus + +
PK L. fermentum + +

DNA druhu
Kk rozliSeni

+ |+ |+

PK L. gasseri + +

PK L. rhamnosus - -
+ PK L. gasseri - -
PK L. rhamnosus + PK - -
L. fermentum — —

S o S o o S
S o S o o S
|

PK L. gasseri - - - — _
+ PK L. fermentum - - - - _

Smés PK L. rhamnosus - - + + _
+ L. fermentum — — - - _
+ L. gasseri — - - - _
Smésna DNA
L. rhamnosus

+ L. fermentum

+ L. gasseri z vyrobku

+ — rozliSen, — — nerozliSen

Z vysledki PCR-HRM vyplyva, Ze z testovanych primert dosahly nejlepsiho rozliseni
testovanych bakterialnich druhG (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum
a Lactobacillus gasseri) primery V1IF-HRM, VIR-HRM [52] a P1V1, P2V1 [53].

4.3.10 Srovnani vysledki PCR-HRM vzhledem k optimalizaci metody

Optimalizace jednotlivych programt PCR pro pouziti riznych primerti pro PCR-HRM byla
nejprve provadéna na cykleru Rotor-Gene 6000. Byla amplifikovana DNA o koncentraci
10 ng/ul ze sbirkovych kmenl Lactobacillus rhamnosus CCM 1825T, Lactobacillus
fermentum CCM 7192T a Lactobacillus gasseri CCM 7009T s riznymi sadami primerd podle
pfislusnych programi (4.2.13). Nasledn¢ prob&hla Melt analyza produkti PCR podle
prednastavené¢ho programu (4.2.11). Poté byla provedena stejna amplifikace na pfistroji
LightCycler® umoziujicim provést HRMA (4.2.13). Vysledky Melt analyzy z kontrolnich
kment byly posléze porovnany s vysledky PCR-HRM.

Vysledky ukazaly, ze s pouzitim jednotného programu pro PCR, ale jiného programu pro
analyzu kiivek tani (na jiném cykleru), je dosazeno rozdilnych vysledki. Poradi kiivek tani
(resp. teplot tani) odpovidajicich jednotlivym pozitivnim kontrolam, se vSemi primery,
zustalo zachovano u obou analyz stejné. Hodnota T, se vSak liSila, a to nejen s pouzitim
raznych primert (pfiblizn€ v rozmezi jednoho stupné), ale i pfi porovnani jednotlivych T,
s pouzitim jednéch primerd (tzn. s pouzitim stejnych primerd byla velikost posunu Ty,
u kazdé kfivky tani amplikona jina).
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4.4 Diskuze

4.4.1 Kaultivace bunék z vyrobku

Pouzitim dvou typt médii bylo docileno nakultivovani bakterii ze vSech vyrobkd. Tim byla
ovéfena pritomnost vegetativnich forem mikroorganismu, které by mély byt v testovanych
vyrobcich pfitomny.

Porovnanim intenzit bakterialniho naristu na MRS a MPA lze usuzovat, ze semiselektivni
zivna pida, MRS, je pro kultivaci bakterii rodu Lactobacillus a Bacillus vhodngjsi, a proto
byl bakterialni narast intenzivnéjsi. Pfi kultivaci bakterii z vyrobku RYOR a ProDentis
pravdépodobné doslo kinhibici ristu mikroorganismii nékterou z pomocnych latek
obsazenych ve vyrobcich. U téchto vyrobka bylo dosazeno lepsi kultivace na univerzalni
zivné pudeé, MPA. Vedle vyse uvedenych bakterii byly zfejmé nakultivovany i dalsi bakterie.

Vzhled (velikost, zbarveni, morfologie) jednotlivych bakterialnich kolonii byl stejny,
neumoznoval rozlisit jednotlivé bakterialni druhy.

4.4.2 Agaroézova gelova elektroforéza bakterialni DNA

Agardzovou gelovou elektroforézou byla analyzovana pfitomnost a intaktnost DNA [23]
izolované fenolovou extrakci [55] a pomoci magnetickych nosi¢u [56]. Ve vSech vzorcich
byla detekovana izolovand DNA (chromosomalni DNA, extrachromosomalni DNA a RNA),
ktera byla relativné intaktni. V nékterych vzorcich byla DNA castecné degradovana, o Cemz
vypovidaly mén¢ intenzivni, slabé rozmazané pasy v oblasti detekce chromozomalni DNA.
Nizsi stupen degradace vykazovala DNA izolovana pomoci magnetickych nosi¢i. Metoda
magnetické separace je velmi Setrna ke zpracovavanym vzorkam.

4.4.3 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Spektrofotometricky byla analyzovana DNA izolovana z vyrobku. Celkova koncentrace
nukleovych kyselin se pohybovala vrozmezi 47,5-1288,4 ng/ul (stanoveno pfistrojem
z hodnoty Asgo) v zavislosti na vyrobku a metodé izolace. Dle uvedenych postupt izolace
DNA (body 4.2.5-4.2.7) vsak nebylo pouzito ekvivalentni mnozstvi hrubych lyzati bunék
(pti fenolové extrakci bylo pouzito 500 ul a pfi separaci magnetickymi nosi¢i bylo pouzito
100 wl) a izolovand DNA nebyla eluovana v ekvivalentnim mnozstvi TE pufru (pro
rozpusténi DNA z fenolové extrakce bylo pouzito 200 ul TE pufru a pro DNA separovanou
magnetickymi nosici bylo pouzito 50 ul TE pufru). Pro porovnani byla spektrofotometricky
stanovena koncentrace DNA teoreticky pfepocitana na objem 100 pl pouzitych hrubych
lyzath bunék a eluci izolované DNA ve 100 ul TE pufru. Teoreticky pfepocitana koncentrace
DNA ve vzorcich se pohybovala v rozmezi hodnot 23,8-515,4 ng/ul. Hodnoty koncentraci
izolovanych nukleovych kyselin byly ve vSech vzorcich dostacujici pro potfeby konvencni
PCR (byva pouzivana DNA o koncentraci 10 ng/ul). Pro potieby PCR v realném ¢ase a HRM
analyzy byla pouzita DNA vy$§i koncentrace (nefedéna). Mnozstvi DNA potiebné pro
jednotlivé druhové specifické PCR a PCR-HRM je tfeba dale optimalizovat.

Z vysledkt lze usuzovat, Ze pro zvolené vyrobky dosahuji vyssi efektivity separace
magnetické nosic¢e Fkol 135 ox v porovnani s nosi¢i Fkol B 100 ox. Divodem je ziejmé vyssi
koncentrace karboxylovych funkcnich skupin u nosict Fkol 135 ox, umoziiujici adsorpci
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vétsiho mnozstvi molekul DNA. Toto tvrzeni se shoduje se zavéry jinych autort [57]. Dale
také obsahuji vyssi podil zeleza, jakozto magnetické slozky, coz by mohlo byt pfi¢inou
ucinngjsi separace v magnetickém poli. Metodou fenolové extrakce bylo dosazeno pomeérné
vysokych vyt&zkd nukleovych kyselin z vyrobké ProDentis a ZAJIC. Na druhou stranu,
z vyrobkd ellen® a RYOR byly vytézky nizs§i ve srovnani s vytézky pomoci magnetické
separace. Tyto vysledky naznacuji, Ze pro kazdy vyrobek muze byt vhodnéjsi jina metoda
izolace DNA. Roli hraji i probiotika, jejich bunéCna sténa muze byt rizné lyzovana
v pouzitém lyzacnim pufru.

Z vysledki méfeni absorbanci dale vyplyva, ze vzorky obsahovaly ur¢ité mnozstvi
proteint (Azes0/Azso < 1,8). Posouzeni podilu absorbanci Axso/Azso naznacuje, ze relativné Cista
DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce. Hodnota Aje/ Az <2,0vypovida
o zneCisténi dalSimi latkami. Piikladem takové nizkomolekularni latky muze byt fenol [55].
Zejména u DNA izolované ze s6jového napoje ZAJIC byly hodnoty Asso/ Aszo vyrazné nizsi
nez u DNA izolované z ostatnich vyrobkt. Divodem by mohla byt pfitomnost interferujicich
polyfenola a polysacharidi obsazenych [58] v sojovém vyrobku. Uvedené kontaminanty jsou
nezadouci, protoze by mohly interferovat v PCR. AvSak obvykle byva DNA pro potieby
konvenéni PCR nafedéna (na 10 ng/ul), ¢imz jsou nafedény i inhibitory PCR.

Z vyse uvedeného bylo usouzeno, ze byla izolovana DNA v koncentraci i Cistoté celkove
vyhovujici konvencni PCR. Pro pouziti v PCR v realném ¢ase a HRM analyze by bylo zifejmé
vhodné testovat precisténi DNA.

444 Konvencni PCR a detekce produktiu PCR

Pro vSsechny PCR byla pouzita DNA izolovana z testovanych vyrobk(i metodami fenolové
extrakce a magnetické separace (s nosici Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox). DNA byla natfedéna
na koncentraci 10 ng/ul z divodu snizeni moznosti interference inhibitory PCR. Takto
pfipravena DNA byla amplifikovana pomoci specifickych PCR s vyuzitim riznych primert.
Byla provedena PCR specifickd pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub [46]),
nasledné pro rod Lactobacillus (primery LbLMa 1 a R 16 [47] a primery F_alllact
a R_alllact [46]) a pro rod Bacillus (primery B-K1/F a B-K1/R1 [48]). Produkty jednotlivych
PCR byly analyzovany agarézovou gelovou elektroforézou v souladu s udaji publikovanymi
v literature [23].

4.4.4.1 Detekce produktu PCR specifickych pro doménu Bacteria

Ve vsech vzorcich DNA izolované z vyrobkl byl detekovan produkt PCR specificky pro
doménu Bacteria o velikosti 466 bp, ¢imz byla prokazana pritomnost bakterialni DNA.
Stejnym zpusobem byla prokazana pritomnost bakterialni DNA 1 jinymi autory [46].
Negativni kontrola nejevila znamky kontaminace, byla tedy vylouCena moznost falesné
pozitivnich vysledki. Pasy jednotlivych produkti PCR se vzajemné liSily svoji intenzitou,
coz mohla zplsobit nestejna koncentrace DNA ve vzorcich (DNA byla fedéna na zaklade
spetrofotometrického stanoveni koncentrace, které mohlo byt ovlivnhéno nadhodnocenim
ptitomnosti RNA), popiipade ptitomnost Castecné degradované DNA v nékterych vzorcich
pouzitych k amplifikaci.
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4.4.4.2 Detekce produktu PCR specifickych pro rod Lactobacillus

Pti analyze produkti PCR specifickych pro rod Lactobacillus s primery LbLMa 1 a R 16 byly
detekovany pasy o velikosti 250 bp pouze u vyrobku ProDentis. U zbylych vyrobka nebyla za
uvedenych podminek reakce prokazana ptitomnost DNA rodu Lactobacillus. Divodem by
mohla byt nizsi citlivost této PCR, ktera neni dostatecna pro amplifikaci DNA z realnych
vzorkd. V oblasti pod 100 bp byly detekovany tzv. dimery primerti, PCR tedy neni dostatecné
optimalizovana.

Pti pouziti primerti F_alllact a R_alllact byl ve vSech vzorcich deklarujicich pfitomnost
bakterii rodu Lactobacillus detekovan specificky produkt PCR o velikosti 92 bp. Tim byla
prokazana pritomnost bakterialni DNA rodu Lactobacillus (stejné jako v publikaci [46]). Tyto
primery jsou proto vhodné&jsi. Pasy produktd PCR nizké intenzity vSak splyvaly s dimery
primert podobné velikosti. Tvorbé dimert primert 1ze predejit optimalizaci PCR.

Negativni kontroly v obou piipadech vyloucily moznost fale$né pozitivnich vysledkd.

4.4.4.3 Detekce produktu PCR specifickych pro rod Bacillus

Ve vsech vyrobcich deklarujicich ptitomnost bakterii rodu Bacillus byl detekovan specificky
produkt PCR o velikosti 1 095 bp prokazujici pfitomnost bakteridlni DNA rodu Bacillus.
Stejnym zpusobem byla prokazana piitomnost DNA rodu Bacillus 1 jinymi autory [48].
Negativni kontrola nejevila znamky kontaminace. Pozitivni kontrola se amplifikovala za
vzniku intenzivniho produktu PCR. Pasy jednotlivych produkti PCR se vzajemné lisily svoji
intenzitou, coz indikuje nestejnou koncentraci DNA v PCR smésich, piipadné pfitomnost
casteCné degradované DNA.

4.4.5 PCR vrealném case

Pro druhovou identifikaci byla pouzita PCR v readlném c¢ase. VSechny druhové specifické
PCR byly optimalizovany upravou PCR programu. Pro lepsi detekci a identifikaci PCR
produkti byla pouzita nefedéna DNA (koncentrace jednotlivych vzorki DNA uvadi
Tabulka 12) o objemu 3 pl, izolovana metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych
nosici. DNA z vyrobki deklaryjicich konkrétni bakterialni druh byla podrobena amplifikaci
pomoci prislusnych PCR s vyuzitim specifickych primeri. Byla provedena PCR specificka
pro druh Lactobacillus pentosus (primery pentF a pREV [49]) s DNA z vyrobku RYOR, dale
pro druh Lactobacillus rhamnosus (primery RhamFW a UniverRV [50]), Lactobacillus
fermentum (primery FermFW a UniverRV [50]) a Lactobacillus gasseri (primery GassFW
a UniverRV [50]) s DNA z vyrobku ellen®. (Identifikace deklarovanych druht Lactobacillus
reuteri a Bacillus coagulans nebyla mozna, protoze vhodné primery a pozitivni kontroly
k analyze téchto druhG nebyly k dispozici.) Pfitomnost specifickych produkti PCR byla
ovéfena Melt analyzou a agar6zovou gelovou elektroforézou.

4.4.5.1 PCRYv realném case specificka pro druh Lactobacillus pentosus

Pomoci Melt analyzy byl na kiivkach tani produktd PCR, po amplifikaci DNA izolované
magnetickymi nosi¢i Fkol 135 ox a u jednoho PCR produktu z DNA izolované nosici
Fkol B 100 ox, detekovan vrchol o teploté tani odpovidajici T, (86,8 °C) amplikonu pozitivni
kontroly. Ve stejnych vzorcich produkti PCR byl (v intenzité odpovidajici vySce pika)
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detekovan specificky produkt PCR (218 bp) pomoci agardézové gelové elektroforézy (stejné
jako v publikaci [49]). Negativni kontrola nejevila znamky kontaminace. Obé metody shodné
prokazaly pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus pentosus ve zminénych vzorcich
DNA izolované z probiotického krému RYOR. Neprokazani specifické DNA v ostatnich
vzorcich DNA z vyrobku mohlo byt zplsobeno pfitomnosti inhibitori PCR (vzhledem
k tomu, ze navySeni objemu matrice vysledky zasadné nezménilo) nebo pifitomnosti ¢asteCné
degradované DNA (lze usuzovat z intenzity produktu pozitivni kontroly, kterd byla vytfedéna
a méla by obsahovat nizsi koncentraci DNA nez vzorky DNA z vyrobku).

4.4.5.2 PCRv reilném case specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus

Po provedeni Melt analyzy s produkty PCR byl na kfivkach tani produkti PCR po
amplifikaci DNA izolované magnetickymi nosi¢i Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox detekovan
vrchol odpovidajici Ty (89,0 °C) amplikonu pozitivni kontroly. Ve stejnych vzorcich byl
(v intenzité¢ odpovidajici vysSce pikt) detekovan specificky produkt PCR (683 bp) pomoci
agarozove gelové elektroforézy (coz je v souladu s tvrzenim dalSich autorti [50]). Negativni
kontrola bez produktu PCR vyloucila moznost falesné pozitivnich vysledki. Ob&é metody
shodné prokazaly pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus rhamnosus ve vzorcich
DNA izolované z probiotického tampoénu ellen® magnetickymi c¢asticemi. Nedetekovani
specifického produktu PCR po amplifikaci DNA z vyrobku izolované fenolovou extrakci
byla pravdépodobné zapficinéna pritomnosti inhibitori PCR.

4.4.5.3 PCRv reilném case specificka pro druh Lactobacillus fermentum

Kromé optimalizace PCR programu a navySeni DNA matrice byla optimalizovana PCR smé&s
ptidavkem hotecnatych iontti. Po provedeni Melt analyzy s produkty PCR byl na kiivce tani
amplikonu pozitivni kontroly detekovan vrchol o teploté tani (T,) 87,8 °C. Vrchol o stejné
teploté tani byl detekovan také u produkti PCR po amplifikaci DNA izolované magnetickymi
nosic¢i Fkol B 100 ox a Fkol 135 ox. Vrchol kiivek tani amplikontit DNA z fenolové extrakce
nalezel hodnoté Ty, rovné 88,4 °C. Posun vrcholu na kfivkach tani produkti PCR nalezicich
DNA izolované fenolovou extrakci mohl byt zptisoben rozdilnym zplisobem izolace DNA ¢i
koextrakci nezadoucich latek. Pomoci agarozové gelové elektroforézy byl po amplifikaci ve
vsech vzorcich DNA (v intenzité odpovidajici vysce pikt) detekovan specificky produkt PCR
(704 bp) [50]. Negativni kontrola nejevila znamky kontaminace. Na zakladé vysledk obou
metod byla potvrzena piitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus fermentum
v probiotickém tamponu ellen®.

4.4.5.4 PCRv reilném case specificka pro druh Lactobacillus gasseri

Kromé optimalizace PCR programu a navySeni DNA matrice byla optimalizovana PCR smés
pfidavkem hofe¢natych iontd. Pomoci Melt analyzy byl na kiivkach tani produktd PCR
detekovan velmi nizky vrchol o teploté tani odpovidajici Ty, = 87,7 °C amplikonu pozitivni
kontroly. Pomoci agarézové gelové elektroforézy byl detekovan specificky produkt PCR
(574 bp) [50] nizké intenzity. Negativni kontrola nejevila znamky kontaminace. Obé metody
shodné prokazaly pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus gasseri ve vzorcich DNA
izolované z probiotického tamponu ellen®. Vzhledem k velmi slabé intenzité specifickych
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PCR produktt se da odhadovat, Ze je obsah bakterii druhu Lactobacillus gasseri nizsi oproti
obsahu dalSich bakterialnich druhi ve smésné kultufe probiotického tamponu. Metodu by
bylo vhodné nadale optimalizovat.

4.4.6 PCR v reilném case s vysokorozliSovaci analyzou krivek tini (PCR-HRM)

Vsechny PCR byly optimalizovany upravou PCR programu. Pro amplifikaci dostate¢né
intenzivnich PCR produktd byla pouzita nefedéna DNA (koncentrace jednotlivych vzorku
DNA uvadi Tabulka 12) o objemu 3 ul, izolovand metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetickych nosi¢i z probiotického tamponu ellen® deklarujici pfitomnost smési bakterii
(druhy Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri). Pro
odliseni téchto druhti ve vyrobku byla DNA amplifikovana spolecné se sérii DNA pozitivnich
kontrol pomoci PCR v readlném Case. Amplikony byly nasledné analyzovany pomoci HRM.
Byla testovana sada 5 riznych primera pro rozliSeni pfitomnych druht.

4.4.6.1 PCR-HRM s primery V3-F a V3-R, V6-F a V6-R, GroHRM-F a GroHRM-R

Pro odliseni jednotlivych druht laktobacilti byly pouzity primery o sekvencich vybranych
z hypervariabilni oblasti V3 a V6 (primery V3-F, V3-R a V6-F, V6-R [51]), kterd je
ohrani¢ena vysoce konzervativnimi sekvencemi bakterialniho genu 16S rDNA. Dale byly
pouzity primery GroHRM-F a GroHRM-R [54] pro amplifikaci kratké hypervariabilni oblasti
ohrani¢ené¢ vysoce konzervativnimi sekvencemi uvnitf groEL genu bakterii rodu
Lactobacillus. Pomoci HRM analyzy produktl PCR ziskanych po amplifikaci s uvedenymi
primery bylo docileno odliseni jednotlivych kontrolnich bakterialnich druht Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri. Vrcholy, o teplotach tani
odpovidajicich obsazenym bakterialnim druhtim, nakfivkach tani PCR  produkti
amplifikovanych ze smésné DNA detekovany nebyly. Lze tedy usuzovat, ze analyza
amplikonli za pouziti téchto primeri nebyla dostatecné citliva k rozliSeni testovanych
bakterialnich druhtt ve smésné DNA. Metody je tfeba nadale optimalizovat. Srovnani
amplikoni po amplifikaci jednotlivych DNA s riznymi primery (intenzity amplifikovanych
produktt byly vzdy rizné) naznacilo Caste¢nou degradaci testované DNA (zfejmé zaleZi na
mife poSkozeni konkrétniho tiseku DNA, ktery je amplifikovan).

4.4.6.2 PCR-HRM s primery V1F-HRM, VIR-HRM a P1V1, P2V1

Pro odliseni jednotlivych druhti laktobacild byly dale pouzity primery (V1F-HRM, VI1R-
HRM [52] a P1V1, P2V1 [53]) o sekvencich vybranych z V1 oblasti 16S rDNA genu.
Pomoci HRM analyzy produktt PCR bylo docileno odliSeni jednotlivych kontrolnich
bakterialnich druhd Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus
gasseri. V PCR produktech ze smési DNA pozitivnich kontrol a smésné DNA z vyrobku
ellen® se podafilo odlisit amplikon z druhu Lactobacillus rhamnosus. Amplikony druht
Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri vyskytujici se ve smeési DNA spole¢né
nebyly rozliSeny z divodu blizkych hodnot T, kvili ¢emuz vrcholy na kiivkach tani slynuly
v jeden. VSechny amplikony ze smésné DNA mély vrcholy na kiivkach tani mirné posunuté
vaci Ty, referen¢nich pozitivnich kontrol. I pfes nerozliSeni produkti PCR druha
Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri vyskytujicich se spolecné, byly tyto primery
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vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi (ze série testovanych primer) pro rozliSeni uvedenych
bakterialnich druhti ve smésné DNA.

4.4.7 Srovnani vysledki PCR-HRM s vysledky optimalizace metody

Optimalizace jednotlivych programti PCR pro pouziti riznych primert pro PCR-HRM byla
provedena s DNA ze sbirkovych kment na cykleru Rotor-Gene 6000. Porovnani vysledka
amplifikace stejnych kontrolnich DNA pomoci PCR-HRM na pfistroji LightCycler® ukazalo,
ze vysledné kiivky tani jsou ovlivnény zvolenym programem analyzy kiivek tani a zavisi i na
pouzitém piistroji (pfipadn€ 1 na dostateCné optimalizaci amplifikaéniho programu). Pro
dosazeni co nejlepsSiho rozliSeni pomoci PCR-HRM a zisk relevantnich vysledku je tieba
metodu dale optimalizovat (jak uvadi literatura, zaméfit se na jednotnost slozeni vzorkda,
zkusit analyzu s DNA o vys$i kvalité, optimalizovat program PCR-HRM [36, 40]).
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5 ZAVER

Pro experimentalni ¢ast diplomové prace byly vybrany rizné druhy méné znamych vyrobkt
s probiotiky (probioticky krém RYOR, probiotické tampony ellen®, oralni probiotikum
ProDentis a sjovy napoj ZAJIC s probiotiky). Kultivaéné byla ovéfena viabilita bakterii
obsazenych ve vyrobcich. Z komplexnich matric vyrobka byla izolovana DNA, ktera byla
nasledné¢ pouzita pro identifikaci deklarovanych bakterialnich rodid a druhli pomoci
specifickych PCR. Ve vyrobcich byly prokazany bakterie rodu Lactobacillus a Bacillus a po
optimalizaci pomoci PCR vrealném case i bakteridlni druhy Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum a Lactobacillus gasseri. Ziskané vysledky
byly v souladu s udaji deklarovanymi vyrobci. V posledni Casti prace byla testovana moznost
rozliSeni bakterialnich druhd v probiotickém tamponu ellen® metodou PCR-HRM. Bylo
testovano pét sad primera (V3-F a V3-R, V6-F a V6-R, VIF-HRM a VIR-HRM, P1V1
aP2V1, GroHRM-F a GroHRM-R). Jako nejvhodnéjsi byly vyhodnoceny sady primert
P1V1, P2V1 a VIF-HRM, V1R-HRM. Pro dosazeni lepsiho rozliSeni jednotlivych druhd je
tfteba metodu PCR-HRM dale optimalizovat.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp — par bazi

CCM - Ceska sbirka mikroorganismi (Czech Collection of Microorganisms)
Dn — pocet Castic prumeérné velikosti

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2'-deoxynukleotid-5'-trifostat

Dw — hmotnost ¢astic primeérné velikosti

EDTA - kyselina etylendiamintetraoctova

FAO - Organizace pro vyzivu a zemed¢lstvi (Food and Agriculture Organisation)
HRM/HRMA - vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (High resolution melting analysis)
MPA — masopeptonovy agar

MRS — médium de Mann, Rogosa, Sharpe

PCR - polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction)

PDI - index polydisperzity

PEG - polyetylenglykol

PGMA - polyglycidyl methakrylat

PMA - propidium monoazid

gPCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném Case

QPS - , Kvalifikovany odhad bezpecnosti® (Qualified Presumption of Safety)
RNA - ribonukleova kyselina

SDS — dodecyl sulfat sodny

TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TE pufr — Tris-EDTA pufr

UV — ultrafialové svétlo

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)
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