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ABSTRAKT

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou pfirozenou soucasti gastrointestindlniho traktu clovéka. Pro
své probiotické ucinky jsou ¢asto pouzivany do doplikt stravy a pro vyrobu fermentovanych
mléénych vyrobkl. Diplomova prace byla zaméfena na identifikaci vybranych druhti bakterii
mlé¢ného kvaSeni a bifidobakterii v syrech a mlécnych vyrobeich. Bakteridlni DNA byla
izolovana pomoci magnetickych castic P(HEMA-co-GMA) z hrubych lyzatd bunék 9
vyrobkll. Izolovand DNA byla amplifikovdna pomoci rodové a druhoveé specifické
polymerazové fetézové reakce (PCR). Ziskané¢ amplikony byly detegovany agar6zovou
gelovou elektroforézou. Vysledky PCR byly porovnany s udaji uvedenymi vyrobcem a byla

konstatovana shoda.

ABSTRACT

Lactic acid bacteria are natural part of the human gastrointestinal tract. They are often used in
food supplements and for the production of fermented dairy products. This thesis focuses on
the identification of selected species of lactic acid bacteria and bifidobacteria in cheese and
dairy products. Bacterial DNA was isolated by magnetic particles P (HEMA-co-GMA) from
crude cell lysates from 9 products. Isolated DNA was amplified in genus-specific and species-
specific polymerase chain reactions (PCR). The obtained amplicons were detected by agarose
gel electrophoresis. The results of PCR were compared with those provided by the

manufacturers and there has been declared a match.
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1 UVOD

Bakterie mlééného kvaSeni (BMK), tak jak je zndme z potravinafského primyslu, jsou zndmy
jiz tisice let. V poslednich desetiletich je velkd pozornost zaméfena na pozitivni uéinky
mikroorganismi na lidské zdravi. Probiotické BMK se vyznacuji celou fadou prospésnych
vlastnosti. Svym plsobenim na organismus mohou chranit pied patogennimi bakteriemi, ale
také mohou puisobit proti vzniku rakoviny.

Cilem préace je identifikovat vybrané druhy bakterii mlééného kvaseni pomoci amplifikac¢nich
metod ve vybranych mléénych vyrobcich a porovnat piitomnost detegovanych bakterii s

deklarovanymi, které jsou uvedeny vyrobcem.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie mlé¢ného kvaseni

Terminem bakterie mlécného kvaseni se neoznacuje fylogeneticka skupina bakterii, ale pouze
skupina bakterii, které maji podobné metabolické vlastnosti [1]. Mezi rody bakterii mlééného
kvaSeni jsou zahrnovany Aerococcus, Alloiococcus, Atopobium, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella. K této skupiné jsou Casto fazeny i
rody Bifidobacterium, Gardnerella, Scardovia a Parascardovia a to na zakladé podobnych
biochemickych a fyziologickych vlastnosti, ackoliv fylogeneticky patii do kmene Actinobacteria
[2].

Bakterie mlééného kvaseni jsou bakterie, které enzymaticky pfeménuji sacharidy na kyselinu
mlécnou (a soucasné dalsi produkty, jako je kyselina maselna, kyselina octova, ethanol, oxid
uhli¢ity aj.). Vyskytuji se nejen v produktech potravindiského primyslu, jako jsou mléko a
mlécné vyrobky, maso, pivo, vino, kysané zeli, silaz, kynut¢ tésto, ale 1 volné v piirodé (napf.
ovoce, odpadni vody) [3]. Z potravinaiského hlediska ma tato skupina nezanedbatelny

vyznam [1].

2.2 Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou gram-pozitivni tycky, nékdy kokotycky tvofici Fetizky,
n¢kdy palisady (Obr. 1). Jsou nesporulujici, ziidka pohyblivé, katalaza negativni, fakultativné
anaerobni ¢i mikroaerofilni a néktefi zastupci vyzaduji pfi izolaci anaerobni podminky.

Rostou na bohatych komplexnich médiich, pfi¢emz 5 % CO, podporuje jejich rist [4].

Lactobacillus acidophilus NCFM  Lactobacillus gasseri ATCC 33323
Obr. 1: Morfologie bunek 2 druhii bakterii rodu Lactobacillus [5].
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2.2.1 Taxonomie rodu Lactobacillus

Rod Lactobacilllus se fadi takto:
doména: Bacteria
kmen: Firmicutes
tiida: Bacilli
fad: Lactobacillales
¢eled: Lactobacillaceae
Na taxonomii rodu Lactobacillus 1ze pohliZzet z riznych hledisek. Rod Lactobacillus mtizeme
rozde¢lit do tii skupin podle produktt fermentace [4]:

obligatné¢ homofermentativni

obligatn¢ heterofermentativni

fakultativné heterofermentativni
U obligatné homofermentativnich bakterii dochazi k pfeméné sacharidli (hexos) téméf
vyluéné na kyselinu mlécnou (> 90 %).
U obligatné heterofermentativnich bakterii je produktem kyselina mlé¢na (> 50 %), ale také
kyselina octova, oxid uhli¢ity a za ur¢itych okolnosti i ethanol.
Fakultativn¢ heterofermentativni bakterie fermentuji hexosu na kyselinu mlécnou jako
homofermentativni bakterie, ale pii nedostatku hexos fermentuji dalsi sacharidy za vzniku
kyseliny mlé¢né, ale i kyseliny octové, oxidu uhli¢itého a ethanolu [6].
Hlavnim produktem fermentace cukri je kyselina mlé¢na. Laktobacily jsou schopné adaptace
na ruzné podminky a podle toho také méni sviij metabolismus, coz mize vést k vyznamnym
rozdilim ve slozeni kone¢nych produkti fermentace [2].
Vyvoj a aplikace pokrocilych molekularné-biologickych technik piinesl novy pohled na
taxonomii rodu Lactobacillus, ktery je povazovan za nejvice heterogenni mezi bakteriemi
mlééného kvaseni, s obsahem G+C v rozmezi 33-55 % [7]. V poslednich letech stoupa pocet
popsanych druhti rodu Lactobacillus — v roce 2003 to bylo 88 druhd a 15 poddruht, v roce
2005 jiz 125 druhti a 27 poddruh [8].
V rodu Lactobacillus bylo popsano vice nez 125 druht, ale jen nékteré z nich jsou
povazovany za probiotické. Mezi probiotika jsou v soucasné dob¢ fazeny zejména tyto druhy
rodu Lactobacillus:

e Lactobacillus acidophilus

e Lactobacillus brevis
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e Lactobacillus casei

e Lactobacillus johnsoni

e Lactobacillus lactis

e Lactobacillus paracasei
e Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus reuteri

e Lactobacillus rhamnosus
e Lactobacillus salivarius

Z vyjmenovanych laktobacili jsou pro komer¢ni vyuziti nejdilezitéjsi jen nékteré kmeny [9].

2.2.2 Druh Lactobacillus acidophilus

Tvoii tyéinky velikosti 0,5 az 1x10 um, vyskytuji se jednotlivé, ve dvojicich anebo
v kratkych fetizcich. Jsou obligatné homofermentativni. Produkuje velké mnoZstvi kyseliny
mlécéné, kterd ma prvofady vyznam pii sraZeni kaseinu. Nachazi se v zaZivacim traktu
mladych 1 dospélych savci, kde piiznivé ovlivituje sttevni mikrofléru. Pasobi silné
antagonisticky proti hnilobnym mikroorganismim. Vyuziva se i v primyslovém métitku na
vyrobu acidofilniho mléka pro lidskou spotfebu a vyrobu suseného acidofilniho mléka pro
krmné ucely. Acidofilni mléko a farmaceutické preparaty s obsahem tohoto mikroorganismu

se pouziva na obnoveni normalniho slozeni stievni mikroflory po aplikaci antibiotik v 1écbé

[3,6].

2.3 Rod Bifidobacterium

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou gram-pozitivni. Bunky jsou velmi pleomorfni (od
kokovitych tvard pies kyjovité utvary az k dlouhym vétvenym ty¢inkam) [10]. Jsou
nepohyblivé, nesporulujici, kataldza negativni, obligdtné¢ anaerobni. Nékteré druhy toleruji
ptritomnost kysliku v prostiedi, ale jen za pfitomnosti CO; [6]. Aktivné fermentuji fadu cukra
za produkce prevazné kyseliny octové a mlééné v molarnim poméru 3:2. Netvoii CO, ani
kyselinu maselnou nebo propionovou [4].

Nachdazeji se v Ustech a ve stfevnim traktu teplokrevnych obratlovcl véetné ¢lovéka, u hmyzu
a v odpadnich vodach. Bifidobakterie jsou prospéSnou soucasti stievni flory (u kojencii
predstavuji az 90 %), kde pomahaji udrzovat rovnovahu a znesnadiuji jinym patogennim
mikroorganismiim pomnoZzeni ve stievech. Navic jsou tyto bakterie vybaveny mechanismy,
kterymi detoxikuji Skodlivé slozky traveniny. PouZivaji se v probioticich diky pfiznivému

vlivu na zdravi konzumenta [11,12].
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Morfologie bun¢k druhu Bifidobacterium animalis je na Obr. 2.

Obr. 2: Morfologie bunek druhu Bifidobacterium animalis [13].

2.3.1 Taxonomie rodu Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium se fadi takto:
doména: Bacteria

kmen: Actinobacteria

ttida: Actinobacteria

fad: Bifidobacteriales

éeled’: Bifidobacteriaceae

2.4 Rod Lactococcus

Bakterie rodu Lactococcus jsou gram-pozitivni, netvoii spory, nepohyblivé a bez pouzder.
Jsou fakultativné anaerobni, buniky jsou sférické nebo ovoidni, vyskytuji se po dvou nebo
v kratkych fetizcich. Kataldza negativni, fermentuji mnoZstvi cukri a hlavnim produktem
fermentace je kyselina mlécnd bez tvorby plynu. Vyskytuje se pfevazné na rostlinném

materialu a v potravinach, v mléénych vyrobceich slouzi jako soucast startovacich kultur [4].

2.4.1 Taxonomie rodu Lactococcus

Rod Lactococcus se fadi takto:
doména: Bacteria

kmen: Firmicutes

tiida: Bacilli

tad: Lactobacillales
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celed’: Streptococcaceae

2.4.2 Druh Lactococcus lactis ssp. lactis

Lactococcus lactis ssp. lactis — diive se nazyval Streptococcus lactis. V mlékarstvi je to snad
nejrozsirenéjSi mikroorganismus. V Cerstvém, za hygienickych podminek nadojeném,
ochlazeném mléce se velmi dobie rozmnozuje az zpusobuje kysnuti. Je neodmyslitelnou
soucasti pouzivanych ,Cistych mlékaiskych kultur na vyrobu nékterych zakysanych mlék,
zakysanych smetan a na vyrobu vSech druhii syrii. Pouziva se jako samostatna kultura anebo
spolu s jinou specifickou kulturou mikroorganismtl.

Bunky maji vejcovity tvar o praméru 0,5 az 1,0 um. Jsou vétSinou v parech nebo v kratkych

fetizcich. V mléku tvoii 0,8 az 0,9 % kyseliny mlécné [6].

Obr. 3: Morfologie bunek druhu Lactococcus lactis ssp. lactis [14].

2.5 Probiotika

Oznadeni ,,probioticky* pochazi z feétiny, volné pielozeno ,pro zivot“ a je protikladem
oznaceni antibioticky [6]. Probiotika se puvodné definovaly jako zivé nepatogenni
mikroorganismy, které po osidleni traviciho traktu plsobi prospé$né na zdravi hostitele.
Soucasna definice je SirSi: Probiotika jsou latky nebo produkty obsahujici v dostate¢ném
mnozstvi Zivotaschopné mikroorganismy, které po implantaci nebo kolonizaci zméni
mikrofloru v ur¢itém anatomickém misté hostitele, coZ se projevuje zdravotné prospéSnymi
ucinky. Probiotické ptisobeni probiotickych mikroorganismi neni omezeno jen na travici

trakt [15].
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Probiotika se vyznacuji celou fadou zdravi prospésnych vlastnosti. Mohou chranit hostitelsky
organismus pied patogennimi bakteriemi, také mohou pusobit proti vzniku rakoviny. Zmirnuji
priabéh fady prijmovych onemocnéni a zacpy. Pouzivaji se také jako prevence téchto
onemocnéni [16]. Kromé¢ toho probiotika produkuji latky prospéSné pro hostitele jako
thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, folacin nebo vitamin B1, [17].
Kdyz se ptisobeni probiotik vaze na oblast zazivaciho traktu, zejména tlusté¢ho stfeva, musi
byt neporusené bakterie transportovany na misto ur¢eni [18]. Je rovnéZ nutné, aby mély dobré
technologické vlastnosti, které umozni jejich pouziti v potravinaiskych vyrobcich bez ztraty
zivotaschopnosti a funkcénosti. Nesmi vytvaret neptijemné piichuté nebo texturu [19].
Podavaji se zasadné¢ v Zivém stavu. Piiprava vyrobkl s probiotickymi vlastnostmi musi
probihat takovym zptisobem, aby nedoslo k zaniku zivotaschopnosti kultur a aby mnozstvi
mikroorganismti bylo dostatecné [18]. Je pravdépodobné, Zze zpusob uinku probiotickych
kment je multifaktorialni.
Vybér probiotickych mikroorganismti probihd podle stanovenych kritérii. Posuzuje se jejich
bezpeénost spoleéné s fyziologickymi a technologickymi aspekty. Zadanymi vlastnostmi
probiotickych kmend jsou [20]:

e lidsky pavod;

e stabilita ve Zluci a kyselém prostiedi;

e adheze na bunky lidského zaZivaciho systému a schopnost jeho kolonizace;

e produkce antimikrobidlnich latek;

e antagonismus k patogennim mikroorganismim;

e Dbezpecnost;

e Kklinicky potvrzeny a zdokumentovany vliv na zdravi;

e dobré technologické vlastnosti (odolnost a stabilita béhem skladovani a zpracovani

vyrobku).

Probiotické mlééné vyrobky zaznamenaly v poslednich letech v mlékarenstvi znacny
rozmach. Nejvyznamngjsi probiotickou potravinou je spolu s acidofilnim mlékem jogurt.
Jogurt je mlécny vyrobek, ktery se vyrabi piisobenim BMK v mléce po dobu 4-8 hodin pii
teploté asi 40 °C [21]. Pti vyrobé jogurtli nebo jogurtovych népojii se vyuzivaji bakterie druhu
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, které
maji symbioticky vztah a spolu se vyznacuji rychlou tvorbou kyseliny mlééné. Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus vzhledem ke své vysoké proteolytické aktivité stimuluje rust

Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, ktery ma jen malou schopnost hydrolyzovat
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bilkoviny. Streptococcus salivarius ssp. thermophilus tvorbou kyseliny mravenéi naopak
stimuluje metabolismus Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus [6].
Mezi potraviny s nezanedbatelnym obsahem probiotickych kultur patii dale vysokodohiivané
tvrdé syry, mlécnym kysanim konzervovana zelenina (kysané zeli, rychlokvasené okurky) a
uslechtilé suché salamy. Naopak mén¢ vyhodné z hlediska obsahu probiotickych kultur jsou
termizované dezerty a tavené syry. Je nutné, aby potravina obsahovala dostatecné mnozstvi
probiotickych kultur. Nékteré potraviny obsahuji minimalni, zdkonem stanoveny pocet
probiotik, jiné jich obsahuji n€kolikanasobné vice. Takové potraviny mivaji obvykle kratsi
dobu trvanlivosti a je potieba uchovavat je v chladu [22]. V probiotickych produktech, napf.
pritomné v koncentraci vice jak 10° KTJ/ml. Jen v této vys8i koncentraci maji ve stieve
pozadovany zdravi prospé$ny ucinek [6]. K nejcastéji pouzivanym probiotickym bakteriim
patii napt. Lactobacillus acidophilus LA5, Lactobacillus acidophilus NCFM, Lactobacillus
johnsonii LA1, Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei DN114-001, Lactobacillus
paracasei Stll, Lactobacillus rhamnosus ATCC 53013 znamy jako Lactobacillus
rhamnosus ,,GG*, Lactobacillus reuteri ATTC 55730, Lactobacillus plantarum 299V,
Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB-12, Bifidobacterium longum BB 536,
Bifidobacterium breve Yakult [23].
Mnozstvi probiotickych bakterii ve fermentovaném vyrobku ovliviiuje zejména:

e kombinace probiotickych kment a tradi¢nich zakysovych kultur;

e sloZzeni fermentacniho média a vyse tepelného zahievu mléka;

e mnozstvi rozpusténého kysliku (bifidobakterie jsou obligatné anaerobni a laktobacily

mikroaerofilni);
e velikost inokula. ProtoZe probiotické bakterie ¢asto rostou v mléce Spatné, pouziva se
pro jejich zaockovani vyssi inokulum 5-10 %. U tradi¢nich kultur je obvyklé 1 %;
e inkubacni teplota. Vzhledem k jejich intestinalnimu pivodu je 37 °C;
e vysoka kyselost a akumulace D(-)kyseliny mlé¢né. U piekysanych produkt vyrazné

snizuje zivotaschopnost pritomnych laktobacild a bifidobakterii [23].

2.6 Prebiotika, synbiotika

V lidském gastrointestinalnim traktu (GIT) se nachazi komplexni mikrobialni ekosystém,
vV némz se muze vyskytovat az n€kolik set bakteridlnich druhii. Zv1asté siln€ je osidleno tlusté
stfevo (colon), kde se miiZe vyskytovat vice nez 10™ bakterii v 1 g stfevniho obsahu. Tyto

mikroorganismy a jejich aktivity mohou ovliviiovat pozitivnim i negativnim zpisobem
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zdravotni stav Clov€ka. Udrzovani optimalni rovnovahy mikroflory traviciho traktu
S ptevahou pozitivné pusobicich bakterii je diilezité pro udrzovani dobrého zdravotniho stavu.
Existuji dva pfistupy ke zvySeni poctu mikroorganismi pozitivné ptisobicich na organismus
¢loveéka v GIT. Prvnim je prijem dostatecného mnozstvi probioticky aktivnich bakterii.
Protoze jsou tyto bakterie pfirozenou soucasti sttevni mikroflory, je druhou moznosti, jak
zvysit jejich pocet, pfisun selektivniho zdroje uhliku a energie podporujiciho mnozeni
probiotickych mikroorganismti. Tuto funkci zastdvaji ptidavné latky, jako jsou laktulosa,
laktitol a rtizné oligosacharidy. Gibson zavedl pro tyto latky pojem prebiotika a definoval je
jako nestravitelné potravni dopliiky, které pozitivné ovliviiuji hostitele selektivni stimulaci
rustu a/nebo aktivity jednoho omezené¢ho poctu bakterii v tlustém stfeve tak, ze zlepSuji
zdravi ¢lovéka

Prebioticky ucinek byl testovan u sacharidii se stupném polymerizace 3-70. Nejcastéji
pouzivanymi  prebiotiky v primyslovém  méfitku  jsou  oligosacharidy,  napf.
fruktooligosacharidy  inulinového  typu,  glukooligosacharidy,  xylooligosacharidy,
galaktooligosacharidy, transgalaktooligosacharidy, isomaltooligosacharidy.

Prebiotika se pfidavaji do mléka pro vyrobu fermentovanych mlé¢nych napoji s obsahem
probiotickych bakterii obvykle v mnozstvi 1-3 % (hm). Vyrobky obsahujici soucasné
probiotika a prebiotika se nazyvaji synbiotika [23].

2.7 Magnetické ¢astice

Separace pomoci magnetickych ¢astic se v biotechnologiich pouziva jiz od 70. let minulého
stoleti. Tato technika je pouzivana pro izolaci nebo identifikaci bunék, bunéénych organel
nebo biologicky aktivnich latek (napf. nukleové kyseliny, proteiny atd.), ¢asto v kombinaci
s tradi¢nimi metodami [24].

Princip izolace DNA spociva v jeji reverzibilni adsorpci na magnetizovatelné Castice, které
jsou pokryté karboxylovymi skupinami, v prostfedi vysoké koncentrace soli. Magnetické
Castice jsou tvofeny kombinaci organické polymerni matrice a anorganického jadra. Tyto
Castice vykazuji superparamagnetické vlastnosti, coZ znamend, Ze vykazuji magnetické
vlastnosti jen v ptitomnosti vn€jsiho magnetického pole [25]. Tyto pozadavky dobie spliuji
nékteré oxidy Zeleza, zejména magnetit Fe3Os (FeO-Fe,O3) a maghemit y-Fe,O3 [26].
Magnetit FesOy, je Eerny feromagneticky oxid obsahujici ve své miizce ionty Fe** a Fe**, které
se projevuji velmi silnou magnetizaci. Stejnou strukturu miizky ma také maghemit, ktery
obsahuje pouze ionty Fe**. Vhodné magnetické vlastnosti vykazuji také slouGeniny kobaltu,

chromu, niklu ¢i manganu, ale vzhledem k jejich toxicité je jejich pouZziti omezené a
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biomedicinské vyuziti je vylou¢eno [27]. Jadro je pokryto inertni nizko- nebo
vysokomolekularni slouceninou, ktera zabranuje nezddouci nespecifické interakce a zajistuje
stabilizaci. Ochrannou vrstvu mohou tvofit rizné latky, napi. poly(glycidyl methakrylat)
(PGMA), kopolymer poly(2-hydroxyethylmethakrylat-co-glycidyl methakrylat) (P(HEMA-
co-GMA)) a nebo kopolymer poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylat)
(P(HEMA-co-EDMA)) [28]. Na tuto vrstvu jsou pak navazany funkéni skupiny (OH, COOH,
PO(OH),, NH,), pro izolaci riznych biomolekul [26].

Magnetické ¢astice P(HEMA-co-GMA) (Obr. 4) se piipravuji disperzni kopolymeraci HEMA
a GMA v prostiedi toluenu a 2-methyl-propan-1-olu za ptitomnosti koloidnich ¢astic
megnetitu (FesO4) potazenych vrstvickou kyseliny olejové. Reakce je iniciovana
dibenzoylperoxidem a stabilizovana acetat-butyratem celuldozy. Polymerizace probiha pfi
70 °C 16 hodin. P(HEMA-co-EDMA) se piipravuji analogicky, rozdil je pouze v pfitomnosti
maghemitu (y-Fe,O3) [29].

N 'q‘-
T

'\:,4 &

Obr. 4: Magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA) [30].

2.8 Identifikace bakterii pomoci PCR

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je enzymova metoda slouzici
k syntéze definovaného tuseku DNA in vitro. Tato metoda znamenala revoluci v metodice
molekularni biologie, nebot’ umoziuje az 10° nasobné pomnozeni fragmentu DNA b&hem 2—
3 hodin. PCR nachazi uplatnéni pfi:

e detekci infekénich mikroorganismii a virti v potravinach, vode¢ a pudg;

e kontrole vyrobkt (napft. zjistovani geneticky modifikovanych potravin);

e mapovani genomi,

e charakterizaci gent;
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e prenatdlni diagnostice dédi¢nych chorob;

e preimplantacni diagnostice a typizaci,

e prukazu identity v kriminalistice a pti ur€ovani paternity;

e analyze alelickych sekven¢nich zmén;

e analyze prehistorickych DNA z fosilii;

e isolaci urcitého genu ze vzorku tkang;

e znateni DNA inkorporaci znacenych nukleotidi — ptfiprava DNA sond pro
hybridizace;

e piipravé cDNA (komplementarni DNA) na zékladé zpétného prepisu mRNA pomoci
RT-PCR (PCR s vyuzitim reversni transkriptasy);

e ziskdni fragmenti DNA pro pfimé klonovani usekli DNA, klonovani syntetickych
oligonukleotidti (kodujicich napt. peptidy vhodné pro afinitni chromatografii nebo
vytvaiejicich proteolyticky Stépena mista);

e piipraveé velkého mnozstvi templatu pro sekvenovani;

e oligonukleotidové fizené mutagenezi — tj. definovanou zménu jednoho nebo vice

nukleotidt, ptipadné jejich inzerci nebo deleci [31].

Jednotlivé kroky amplifikace zahrnuji:

e denaturaci templatu (DNA)

e pfipojeni primerti

e cxtensi pfipojenych primerit DNA polymerasou
Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné metodu PCR pouZit pro zjisténi pfitomnosti
velmi malého mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Zakladem uspésné reakce je kvalitni
templatova DNA, tj. neporuseny usek DNA, ktery ma byt amplifikovan. Dale je velice
dilezitym pfedpokladem navrzeni vhodnych primerG tak, aby byla zajiSténa specifita
reakce [32].
Pro PCR jsou nutné:
a) 2 oligonukleotidové primery komplementarni ke koncovym sekvencim obou fetézci useku,
které maji byt amplifikovany.
b) cilova DNA, ktera slouzi jako templat pro reakci.
C) termostabilni DNA polymerasa, stala pti teploté 95 °C.
d) smés vsech ¢ty deoxyribonukleotidd (dATP, dGTP, dCTP, dTTP).
e) vhodny pufr obsahujici ionty Mg*".
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2.8.1 Pozadavky kladené na primery

Vhodna sekvence a koncentrace primerd je parametrem rozhodujicim o Gspésném vysledku
amplifikace. Pro navrh vhodnych primert plati nékolik zasad, které vSak nejsou univerzalni,
ale pouze orienta¢ni [32]. Jedna se o nasledujici pozadavky:
e zpravidla obsahuji 18-24 nukleotidd;
e neobsahuji sekvence, které umoznuji vznik sekundarni struktury (nejsou Vv nich
inverzn¢ opakované sekvence);
e maji vyvazeny pomér G/C a A/T part;
e nejsou vzajemn¢ komplementarni;
e maji prijatelnou teplotu tani, ktera dovoluje jejich ptipojeni k templatu (55-65 °C),
oba primery by mély mit podobnou teplotu tani;
e na 5" konec je mozné piidat nekomplementarni base, napt. pro zavedeni restrikéniho

mista.

2.8.2 Termostabilni DNA polymerasa

V PCR se vyuziva termostabilni DNA polymerasa pro opakovanou syntézu obou vlaken.
Podminka teplotni stability enzymu je ddna tim, Ze jednim krokem opakovanych cykla PCR
je denaturace DNA za vysoké teploty (95 °C). Pokud by byla DNA polymerasa inaktivovana,
bylo by nutné pti kazdém cyklu po denaturaci piidat nedenaturovanou polymerasu do smeési
pro PCR, coz by z této metody udélalo metodu velice nakladnou.
Pouziti termostabilni DNA polymerasy (Taq DNA polymerasa z termofilni bakterie Thermus
aquaticus) zajistuje dostateCnou aktivitu enzymu po celou dobu amplifikace. Taq DNA
polymerasa ma pouze 5" — 3" polymerasovou aktivitu a postrada 3" — 5° exonukleasovou
aktivitu, coz znamena, Ze tento enzym neni schopen opravovat chyby vzniklé pfi replikaci.
Vyhodou tohoto enzymu je pomérné vysoka procesivita, coZ je termin vyjadiujici schopnost
syntetizovat dlouhé tiseky DNA.
Kromé Taq DNA polymerasy jsou pouzivany také Pwo a Pfu DNA polymerasy (zdroj—
Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus). Tyto enzymy maji kromé polymerasové aktivity
také 3" — 5" exonukleasovou aktivitu, umoziujici opravu chybné inkorporovanych

deoxynukleotidii. Nevyhodou je jejich nizsi procesivita ve srovnani s Taq polymerasou [32].

2.8.3 Termocykler

Termocykler (Obr. 5) (bézn¢ se pro tento piistroj pouziva oznafeni ,,PCR cykler®) je

programovatelny termostat, ktery umoznuje definované ménit jednotlivé teploty. Hlavnimi
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pozadavky jsou presnost teploty a rychlost pfechodu mezi jednotlivymi teplotami. V soucasné
dob¢ existuje celd fada vyrobct téchto pristrojii s riznymi typy ohievu a chlazeni vcetné

mechanického prenaseni mezi jednotlivymi laznémi [32].

Obr. 5: Termocykler [33].

2.8.4 Pribéh PCR

Jeden cyklus PCR se sklada ze tii krokt o definované teplot¢ a Casu:

1. Denaturace templatu. Tohoto efektu je dosazeno zvySenim teploty vzorku na 95 °C. DNA
je zpravidla denaturovana. Pied pocatkem amplifikace se zafazuje ohfev po dobu 5 minut;
Vv jednotlivych cyklech je doba zpravidla 1 minuta. Je dulezité, aby doslo ke kompletni
denaturaci obou vlaken. Jinak by totiz mohlo dojit k velmi rychlé renaturaci celé molekuly,
coz by zabranilo interakci s primery.

2. Ptipojeni primera (hybridizace). Druhym krokem v cyKlu je renaturace vlakna templatové
DNA s primerem. Reak¢éni smés je ochlazena na zvolenou teplotu, ktera se pohybuje kolem
55 °C. Teplota vhodna pro tuto reakci zavisi na délce oligonukleotidu a na zastoupeni A-T a
G-C paru. Zpravidla je 0 5 °C nizsi nez teplota tani primeru (Tm) nebo ji lze vycist ptimo
Z udajh vyrobce primert.

3. Synteticka faze. Jedna se o extensi ptipojenych primerd DNA polymerasou. V této fazi jsou
ptipojovany jednotlivé deoxynukleotidy pomoci komplementarniho parovani basi ve sméru
5" — 3’. Teplota je v ptipad€ pouziti Taq polymerasy pii tomto kroku zvySena na 75 °C, coz

je teplotni optimum tohoto enzymu. VytéZzek je zavisly na vhodnych reak¢énich podminkéch,
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které je tieba Gasto optimalizovat. Jednd se zejména o koncentraci iontd Mg®* a teplotu
hybridizace (ptipojeni) primerd.

Kromé molekuly DNA, jejiz usek ma byt kopirovan, jsou v mikrozkumavce pritomné dalsi
slozky reakéni smési: oba primery, ekvimolarni smés vSech C¢tyf oligonukleotidd,
termostabilni DNA polymerasa a pufr zajistujici optimalni pribéh reakce [32].

Pribéh PCR je znazornén na Obr. 6.
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Obr. 6: Pribeh PCR [34].

2.8.5 Inhibitory PCR

Inhibitory jsou zodpovédné za faleSné negativni vysledky pii PCR, které jsou zna¢nym

problémem pii analyze redlnych vzorkt. Inhibitory mohou ovliviiovat PCR n¢kolika zplisoby,
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napt. vyvazuji hofec¢naté ionty nezbytné pro ¢innost DNA polymerasy, pfimo inhibuji DNA
polymerasu, degraduji cilové nukleové kyseliny [35].
Inhibice PCR miize byt ¢aste¢nd nebo celkova a muZze se projevit jako UpIné selhani reakce
(neni detegovan zadny PCR produkt) nebo snizeni citlivosti detekce.
Inhibitory PCR miizeme rozdélit na extracelularni a intracelularni.
e Intracelularni — inhibitory jsou pfitomny uvnitf bun¢k (napf. endogenni nukleasy,
proteinasy, peptidy, polysacharidy).
e Extracelularni — dé€éli se na endogenni a exogenni. Endogenni inhibitory jsou
kontaminanty komponent PCR a pouZzivaného materidlu (napt. fenolové latky, SDS,
enzymy aj.). Exogenni kontaminanty jsou rizného pivodu. Zahrnuji slozky vzorkl v

potravinach nebo z Zivotniho prostiedi [36].

2.8.5.1 Inhibitory v mléku

V mléku je pravdépodobnym inhibitorem plazmin. Inhibitorem je i proteinasa pfitomna
v mléku, ktera je vSak inaktivovana pii UHT tupravé mléka [37]. Dalsim inhibitorem jsou
vapenaté ionty, které se vazou misto iontl hofecnatych na DNA polymerasu a tim dochazi
K jeji inaktivaci. Tato inhibice miiZze byt odstranéna zvySenim koncentrace hofe¢natych iontl

nebo vyvazanim vapenatych iontt chelata¢nimi ¢inidly [38].

2.8.6 Detekce produktu PCR

K identifikaci, separaci a purifikaci fragmenti DNA ziskanych pomoci PCR se pouziva
elektroforéza v agarosovém ¢i polyakrylamidovém gelu. Fragmenty DNA jsou déleny v
elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti. Touto metodou mtize byt detegovan az 1 ng
DNA. Rozd¢lené fragmenty DNA Ize izolovat ptimo z gelu a pouzit pro dalsi prace. Volbou
typu a Koncentrace gelu lze zajistit vhodné podminky pro déleni fragmenti v ruznych

rozmezich molekulovych hmotnosti [31].
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Tabulka 1: Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA separovanych v agarosovéem gelu o

riiznych koncentracich agarosy.

Koncentrace agarosy (% wiv) Rozmezi molekulovych hmotnosti *
separace linearnich molekul DNA (kb)

0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,57
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

*kb (kilobaze) pocet bazi, bézné oznaceni pro pocet nukleotidi

Agarosovou gelovou elektroforézu 1ze rozdélit do tii Casti:

e pifiprava gelu vhodné hustoty, volené tak, aby bylo zajisténo optimdlni rozdéleni
ocekavanych fragmentit DNA (Tabulka 1);

e Vvzorky DNA jsou aplikovany do jamek v gelu a déleny za napéti vhodného pro
elektroforézu po dobu odpovidajici optimdlni separaci. Rozdé€leni 1ze monitorovat na
zéklad¢ rozde€leni prouzkl barviv o znamych molekulovych hmotnostech;

e gel je barven ethidium bromidem. Ethidium bromid (EtBr) je interkala¢ni ¢inidlo
(jedna se o karcinogen), které se vaze mezi vldkna DNA a fluoreskuje po ozareni UV
zafenim o vlnové délce 260-360 nm. Komplex DNA a ethidium bromidu je
vizualizovan osvétlenim pomoci zdroje UV zéfeni tzv. transiluminatoru [31].

Pro posouzeni velikosti jednotlivych fragmentli se pouzivaji markery molekulovych
hmotnosti, coZ jsou komercné dostupné smési fragmentti DNA definovanych velikosti.

Velikost fragmenti se bézné udava jako pocet part bazi — bp (base pair).
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3 CiL PRACE

Cilem prace byla izolace bakteridlni DNA z péti fermentovanych mléénych vyrobkl a Ctyf

syra v kvalité vhodné pro PCR.

DNA byla izolovana z hrubych lyzat bungk.
Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace DNA.

DNA byla amplifikovana v rodové a druhové specifické PCR.
Ziskané vysledky byly porovnany s tidaji uvedenymi vyrobcem.

Jako kontrola byla pouzita DNA izolovana metodou fenolové extrakce.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material, zarizeni a metody

4.1.1 Bakterialni kmeny

Kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii (CCM Brno).

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCM 1753"
Lactobacillus acidophilus CCM 48337
Bifidobacterium longum CCM 4990

Bifidobacterium animalis CCM 4988"

Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 18777

4.1.2 Komplexni matrice — mlééné vyrobky

V diplomové préci byly analyzovany mlééné vyrobky od riznych vyrobcl z komeréni sité.

Jednotlivé vyrobky jsou uvedeny v Tabulce 2. V Tabulce 3 jsou uvedeny bakterialni kultury

obsazené ve vyrobku, které¢ udava vyrobce.

Tabulka 2: Vyrobky pouzité pro analyzu

Vyrobek Nazev vyrobku Druh vyrobku Vyrobce
1 Activia jogurt DANONE a. s.
2 Jihocesky tradi¢ni jogurt jogurt MADETA a. s.
3 Florian Active probioticky napoj OLMAa. s.
4 Florian jogurtovy napoj OLMAa. s.
] MIékérna Valasské
5 Smetanovy jogurt z Valasska jogurt
Mezific¢i spol. s 1. 0
) ptirodni polotvrdy Jarométicka
6 Eidam (45 %)
syr mlékérna a. s.
syr holandského
7 Madeland (45 %) MADETA a. s.
typu, polotvrdy syr
) salamovy polotvrdy .
8 Eidam (30 %) MiltraB s. r. 0.
syt
. Jarometicka
9 Eidam (30 %) polotvrdy syr

mlékarna a. s.
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Tabulka 3: Bakterialni kultury obsazené ve vyrobcich deklarované vyrobcem

Vyrobek Nazev vyrobku Bakterialni kultury
. Activia bézné jogurtové kultury, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis DN - 173010
2 Jihoc¢esky tradi¢ni jogurt zivé jogurtové kultury
3 Florian Active zivé jogurtové kultury
4 Florian zivé jogurtové Kultury a Bifidobacterium
5 Smetanovy jogurt z Valasska | zivé jogurtové kultury
6 Eidam (45 %) mlékarenské kultury
7 Madeland (45 %) mlékarenské kultury
8 Eidam (30 %) mlékarenské kultury
9 Eidam (30 %) mlékarenské kultury

zivé (b&zné) jogurtové kultury — Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus

mlékarenské kultury — Lactococcus lactis

4.1.3 Chemikalie

Pro ptipravu roztokl byly pouzity nasledujici chemikélie v kvalité p.a.:
e Agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
e DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e Ethanol (Lachema, Brno, CR)
e Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)
e Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)

e Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chlorid draselny (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Lachema, Brno, CR)

e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina borita (Lachema, Brno, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e Lysozym (Reanal, Budapest, Madarsko)
e Nanaseci pufr (2,5 % Ficoll 400) (Top-Bio, Praha, CR)
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e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

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

e PEG 6000 (Sigma, St. Louis, USA)

e Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA)

e SDS (Sigma, St. Louis, USA)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA)

Dale byly pouzity bézné dostupné chemikalie v kvalité p.a.

4.1.4 Magnetické Castice pro izolaci DNA
e Fkol 1350x

Magnetické  polymerni mikroc¢astice = P(HEMA-co-GMA) c¢astice s navazanymi
karboxylovymi skupinami (-COOH) - 2,61 mM/g. Castice byly ptipraveny na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze (Ing. Daniel Horak, CSc.). Koncentrace

zasobniho roztoku ¢astic byla 2 mg/ml.

4.1.5 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA

Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle navodu ve skriptech [39].

e 0,5MEDTA (pH 8,0)
Do 800 ml destilované vody bylo kvantitativné pieneseno 202,2 g EDTA a roztok byl umistén
na magnetickou michac¢ku. Hodnota pH byla upravena piidanim NaOH v peletkach na pH 8,0.
Roztok byl dopInén destilovanou vodou do 1000 ml, piefiltrovan a sterilizovan
v autoklavu (121 °C, 15 minut).

e 70 % ethanol
Bylo smichano 70 ml 96 % ethanolu s 26 ml destilované vody.

e Lyzacni roztok A
Byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml sterilni
destilované vody. Roztok byl pfipraven sterilné.

e Lyzacniroztok B
Byl steriln€ smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml
destilované vody. Pied pouzitim byl do roztoku ptidan lysozym (3 mg/ml). Roztok byl
ptipravovan vzdy Cerstvy.

e 5M NaCl
Ve 150 ml destilované vody bylo rozpusténo 58,4 g NaCl. Roztok byl doplnén destilovanou

vodou do 200 ml a sterilizovan v autoklavu (121 °C, 15 minut).
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e 40 % PEG 6000 — poly(ethylenglykol)
V 60 ml destilované vody bylo rozpusténo 40 g PEG 6000. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou do 100 ml a byl uchovavan pii 4 °C.

e Proteinasa K (1 mg/ml, 100 pg/ml)
Bylo navazeno ptislusné mnozstvi enzymu (10 mg, 1 mg) a dopInéno destilovanou vodou do
10 ml. Roztok byl uchovéavan pii —20 °C.

e 10 % (20 %) SDS
V 90 ml (80 ml) sterilni destilované vody bylo rozpusténo 10 g (20 g) SDS. Hodnota pH byla
upravena na 7,0 nékolika kapkami koncentrované HCI. Roztok byl doplnén destilovanou
vodou do 100 ml.

e 1M Tris-HCI (pH 7,8)
V 80 ml destilované vody bylo rozpusténo 12,1 g Tris-base. Hodnota pH byla upravena
pomoci koncentrované HCI. Roztok byl dopInén destilovanou vodou do 100 ml a byl
sterilizovan v autoklavu (121 °C, 15 minut).

e TE pufr
Byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 200 u1 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok byl doplnén

destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl pfipraven sterilné.

4.1.6 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle navodi k laboratornim
cvicenim [39].

e agarosovy gel (1,5 %)
1,5 g agarosy bylo rozpusténo ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru.

e ethidium bromid (0,5 pg/ml)
100 pl roztoku EtBr (2,5 mg/ml) bylo ztedéno v 500 ml sterilni destilované vody.

e 5X TBE pufr
V 600 ml destilované vody bylo rozpusténo 54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité. Dale bylo
ptidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). Pomoci 1 M NaOH bylo upraveno pH na 8,3. Roztok
byl dopInén destilovanou vodou do 1000 ml, ptefiltrovan a sterilizovan v autoklavu. Pted
pouzitim byl 10x nafedén (na vyslednou koncentraci 45 mM Tris-base, 45 mM kyselinu

boritou a 1 mM EDTA) destilovanou vodou.
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4.1.7 Komponenty pro PCR

4.1.7.1 Komponenty PCR
e dNTP smés (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)
e Oligonukleotidové primery (Top-Bio, Praha, CR)
e Reakéni pufr kompletni pro Tag DNA polymerasu 1.1 (10x koncentrovany) (Top-
Bio, Praha, CR)
100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pti 25 °C), 500 mM KCI, 1 % Triton X-100, 15 mM MgCl,
e Tag DNA polymerasa 1.1 (1 U/ml) (Top-Bio, Praha, CR)
e Voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska Lupéa, SR) - dale oznacovana jako voda
pro PCR

4.1.7.2 Oligonukleotidové primery pro jednotlivé PCR

e doména Bacteria (Haarman a Knol, 2006) [39]
F_eub (10 pmol/ul), R_eub (10 pmol/ul)
F _eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT
R_eub GGACTACCAGGG TATCTAATCCTGTT

e rod Lactobacillus (Dubernet a spol., 2002) [39]
LbLMA 1-rev (10 pmol/ul), R16-1 (10 pmol/ul)
LbLMA1-rev CTC AAA ACT AAACAAAGTTTC
R16-1 CTT GTACAC ACC GCC CGT CA

e druh Lactobacillus acidophilus (Tilsala-Timisjarvi a spol., 1997) [39]
Aci 16SI (10 pmol/ul), 16SII (10 pmol/ul)
Aci 16SI AGC TGA ACC AAC AGATTC AC
16Sl1 ACT ACC AGG GTATCT AAT CC

e rod Bifidobacterium (Roy a Sirois, 2000) [39]
Pbi F1 (10 pmol/ul), Pbi R2 (10 pmol/pl)
Pbi F1 CCGGAATAGCTCC
Pbi R2 GAC CAT GCACCACCT GTG AA

e druh Bifidobacterium animalis (Roy a Sirois, 2000) [39]
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Pbi R1 (10 pmol/ul), Ban F2 (10 pmol/ul)
Pbi R1 GCA CCACCT GTG AAC CG
Ban F2 AACCTG CCCTGTG

e druh Lactococcus lactis ssp. lactis [40]
PALA 4 (10 pmol/ul), PALA 14 (10 pmol/ul)
PALA 4 CTT CAA CAG ACA AGT CC
PALA 14 GAT AAATGATTC CAAGC

4.2 Pristroje a pomiicky

e Bé&zné laboratorni sklo, umélohmotny material a bézné laboratorni pomticky

e Centrifuga MINI Spin 13 400 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Digitalni fotoaparat Demage Z5 (Konica Minolta, USA)

e Laboratorni vahy B0430 (Ohaus, USA)

e Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (PZ HTL, Varsava,
Polsko)

e MikrovInna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

e Minicycler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA)

e NanoPhotometer™ (Implen, Némecko)

e Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA)

e Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)

e Zaftizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

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

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Priprava hrubych lyzata bunék z tekutych mléénych vyrobki [41]

e Z mlé¢ného vyrobku byl odebran 1 ml do sterilni Eppendorfovy zkumavky (1,5 ml).

e Po centrifugaci (15000 ot/min) po dobu 5 minut byl odstranén supernatant a
ziskany sediment byl promyt v 1 ml sterilni vody.

e Po centrifugaci (15000 ot/min) po dobu 5 minut byl odstranén supernatant a
ziskany sediment byl resuspendovan v 1 ml lyzaéniho roztoku B, poté byl vzorek

30 minut inkubovan pfi laboratorni teplot¢.
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K suspenzi bylo pridano 50 pl 20 % SDS a 5 ul proteinasy K.
Vzorky byly inkubovany pii 55 °C do druhého dne.

4.3.2 Priprava hrubych lyzata bunék z 1,5 ml filtratu vzorku syri [36]

Bylo odvazeno 5 g vzorku, byl vlozen do tfeci misky a rozetfen se 7,5 ml sterilni
vody. Po dikladném rozetfeni byl vzorek zfiltrovan pies sterilni gazu do sterilni
zkumavky.

Po centrifugaci (15000 ot/min) po dobu 5 minut byl odstranén supernatant a
ziskany sediment byl promyt v 1 ml sterilni vody.

Po centrifugaci (15000 ot/min) po dobu 5 minut byl odstranén supernatant a ziskany
sediment byl resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku B a byl inkubovan 1 hodinu pti
laboratorni teploté.

K suspenzi bylo pridano 50 ul 20 % SDS a 5 ul proteinasy K.

Vzorky byly inkubovany pii 55 °C do druhého dne.

4.3.3 1zolace DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetického nosice [39]

Do sterilnich Eppendorfovych zkumavek (1,5 ml) je pfipravena separacni smés,

pii¢emz bylo dodrzeno potadi jednotlivych komponent které je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: Poradi komponent pri pripravé separacni smési

Objem jednotlivych
Poradi Komponenta
komponent (ul)
1. Sterilni voda 100
2. 5M NacCl 400
3. Hruby lyzat bunék 100
4. 40 % PEG 6000 200
Magnetické mikrocastice
5. 100
(2 mg/ml)
vysledny objem (ul) 1000

Pfipravena smés byla inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté a poté byly castice
S navazanou DNA odseparovany pomoci magnetického separatoru pii laboratorni
teploté po dobu 15 minut.

Zkumavky byly ponechany v magnetickém pasu a supernatant byl opatrné

odpipetovan.
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Nésledné byl odstranén magneticky pas a zkumavky obsahujici nosi¢ s navazanou
DNA byly promyty 70 % ethanolem (V = 1000 pl).

Castice byly odseparovany magnetem 2 minuty pii laboratorni teploté.

Bylo opakovano promyti 70 % ethanolem.

Zkumavky byly ponechany v horizontalni poloze a kratce ususeny pii laboratorni
teploté (do vypareni ethanolu).

DNA byla eluovana do 100 pl TE pufiu pii laboratorni teploté do druhého dne.

Castice byly odseparovany magnetem 2 minuty pii laboratorni teploté.

Eluovana DNA byla pfepipetovana do Cisté zkumavky.

Takto ptipravena DNA byla pouzita pro spektrofotometrické méfeni a pro specifickou

PCR.

4.3.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Mgfeni bylo provadéno na spektrofotometru NanoPhotometer™.
Pro nastaveni spektrofotometru byl nejprve prométen TE puf.
Poté byl proméfen vzorek DNA.

Na pftistroji byla odectena koncentrace vzorku DNA.

4.3.5 Doménové, rodové a druhové specificka PCR s izolovanou DNA jako DNA matrici

doména Bacteria

Pro doménov¢ specifickou PCR byla pouzita DNA izolovana z vyrobki a pouzité primery
jsou uvedeny v kapitole 4.1.7.2. Velikost PCR produktu je 466 bp.

Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni smési pro PCR pro doménu Bacteria

Komponenta Objem (ul)
voda pro PCR 14,5
10x reak¢ni pufr kompletni 2,5
smes ANTP (10 mM) 1,0
primer F_eub (10 pmol/ul) 1,0
primer R_eub (10 pmol/pl) 1,0
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 2,0
DNA matrice 3,0
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e rod Lactobacillus
Pro rodové specifickou PCR byla pouzita DNA izolovana z vyrobkl a pouzité primery jsou
uvedeny v kapitole 4.1.7.2. Velikost PCR produktu je 250 bp.
Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 6.
Tabulka 6: Slozeni smési pro PCR pro rod Lactobacillus

Komponenta Objem (ul)
voda pro PCR 19,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smés ANTP (10 mM) 0,5
primer LoLMAZ1-rev (10 pmol/ul) 0,5
primer R16-1 (10 pmol/ul) 0,5
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

e druh Lactobacillus acidophilus
Pro druhové specifickou PCR byla pouzita DNA izolovana z vyrobka a pouzité primery jsou
uvedeny v kapitole 4.1.7.2. Velikost PCR produktu je 800 bp.
Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 7.

Tabulka 7: SlozZeni smési pro PCR pro druh Lactobacillus acidophilus

Komponenta Objem (ul)
voda pro PCR 19,0
10x reak¢ni pufr kompletni 2,5
smés ANTP (10 mM) 0,5
primer Aci 16SI1 (10 pmol/ul) 0,5
primer 16S11 (10 pmol/ul) 0,5
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

e rod Bifidobacterium

Pro rodové specifickou PCR byla pouzita DNA izolovana z vyrobkl a pouzité primery jsou
uvedeny v kapitole 4.1.7.2. Velikost PCR produktu je 914 bp.

Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Slozeni smési pro PCR pro rod Bifidobacterium

Komponenta Objem (ul)
voda pro PCR 19,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smés ANTP (10 mM) 0,5
primer Pbi F1 (10 pmol/ul) 0,5
primer Pbi R2 (10 pmol/ul) 0,5
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

e druh Bifidobacterium animalis
Pro druhové specifickou PCR byla pouzita DNA izolovana z vyrobkd a pouzité primery jsou
uvedeny v kapitole 4.1.7.2. Velikost PCR produktu je 925 bp.
Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 9.

Tabulka 9: SlozZeni smési pro PCR pro druh Bifidobacterium animalis

Komponenta Objem (ul)
voda pro PCR 19,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smés ANTP (10 mM) 0,5
primer Pbi R1 (10 pmol/ul) 0,5
primer Ban F2 (10 pmol/ul) 0,5
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

e druh Lactococcus lactis ssp. lactis

Pro druhové specifickou PCR byla pouzita DNA izolovana z vyrobkt a pouzité primery jsou
uvedeny v kapitole 4.1.7.2. Velikost PCR produktu je 1131 bp.

SloZeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 10.
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Tabulka 10: Slozeni smési pro PCR pro druh Lactococcus lactis

Komponenta Objem (ul)
voda pro PCR 16,5
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smés ANTP (10 mM) 1,0
primer PALA 4 (10 pmol/ul) 1,0
primer PALA 14 (10 pmol/ul) 1,0
DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

4.3.5.1 Programy pro PCR
e Vzorky obsahujici vSechny komponenty byly opatrné promichany a kratce
cetrifugovany.
e Vzorky byly vlozeny do termocykleru, ktery pracoval podle pifedem nastavenych

programu, které jsou uvedeny v Tabulce 11 a 12.

Tabulka 11: Programy pro doménovou a rodové specifické PCR

Program

Krok BACTERIA LBCROD BIFI1914
1. 95 °C/5 min 95 °C/5 min 94 °C/5 min
2 95°C/30s 95°C/30s 94 °C/1 min
3. 55°C/30s 55°C/30s 50 °C/1 min
4 72°C/30s 72 °C/1 min 72 °C/2 min
. krok 2-4 opakovat krok 2-4 opakovat | krok 2-4 opakovat

20x 29x% 29x

6. 72 °C/5 min 72 °C/10 min 72 °C/10 min
7. 10 °C 10 °C 10 °C

BACTERIA PCR pro doménu Bacteria

LBCROD PCR pro rod Lactobacillus

BIFI914 PCR pro rod Bifidobacterium




Tabulka 12: Programy pro druhové specifické PCR

Program
Krok LBCACI B.ANIM PALA 4—-PALA14
1. 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min
2 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/1 min
3. 58 °C/30 s 58 °C/30 s 45 °C/1 min
4 72 °C/1 min 72 °C/1 min 68 °C/2 min
. krok 2-4 opakovat | krok 2-4 opakovat | krok 2-4 opakovat
29x% 29x 20x
6. 72 °C/5 min 72 °C/5 min 68 °C/10 min
7. 10 °C 10°C 10 °C
LBCACI PCR pro druh Lactobacillus acidophilus
B.ANIM PCR pro druh Bifidobacterium animalis

PALA4—PALA14 PCR pro druh Lactococcus lactis ssp. lactis

Jednotlivé kroky byly nésledujici:

~N N L Bk WLWDN =

. Denaturace DNA pted prvnim cyklem

. Denaturace DNA

. Hybridizace (pfipojeni) primerti

. Syntéza nového DNA fetézce

. Pocet cykli

. Dosyntetizovani nového DNA fetézce v poslednim cyklu

. Zchlazeni

4.3.6 Detekce rodové a druhové specifickych produkti PCR agarosovou gelovou

elektroforézou

Byl ptipraven 1,5 % agarosovy gel pro detekci specifickych produkti PCR.

Na kazdych 5 pl produktu PCR bylo pfidano 1 pl nanaSeciho pufru.

Do jednotlivych komirek gelu byly naneseny ptipravené smési PCR a DNA standard
100 bp Zebticek (100-1500 bp).

Gel byl vlozen do elektroforetické vany a byl ptrevrstven 0,5x koncentrovanym TBE
pufrem (do vysky 3—5 mm nad gel) a elektroforéza byla spusténa (pod napétim 60 V).
Elektroforéza byla ukoncena, jakmile nanaseci pufr doputoval do 2/3 délky

agarosového gelu.
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e Gel byl obarven vlazni sethidium bromidem (1 pg/ml), barveni probihalo asi
1 hodinu.
e Obarveny gel byl prohlizen na transiluminatoru v UV svétle.

e Vysledky byly zdokumentovany digitalnim fotoaparatem.

4.3.7 DNA standard

Jako DNA standard byl pouzit 100 bp Zebti¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR), ktery
obsahoval fragmenty DNA délky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a
1500 bp (Obr. 7).

Obr. 7: DNA standard 100 bp
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5 VYSLEDKY

5.1 Zpracovani vzorki vyrobku a priprava hrubych lyzata bunék vyrobki

Vzorky byly zpracovany a hrubé lyzaty byly ptipraveny z vyrobkt dle uvedenych metod

(4.3.1 a 4.3.2). Bylo pouzito 5 tekutych mléénych vyrobkd, z kterych byly ptipraveny vzdy 2

hrubé lyzaty z jednoho vyrobku. Byly pouzity také 4 syry a to vzdy 1 hruby lyzat z 1 vyrobku.

Celkem tedy bylo pfipraveno 14 hrubych lyzati.

5.2 1zolace DNA

DNA byla izolovana z hrubych lyzati bun€k z mléénych vyrobkll a ze syrti z komeréni sité.

Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace izolované DNA. Tyto koncentrace jsou

uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Hodnoty namérené pri spektrofotometrickém stanoveni koncentrace DNA

Absorbance (nm)

Vyrobek | ¢ (ng/pl)
230 260 280 320 260/280 | 260/320
1A 16,8 0,19 0,10 0,09 0,03 1,24 0,41
1B 15,5 0,20 0,10 0,08 0,04 1,48 0,40
2A 38,3 0,69 0,23 0,22 0,07 1,08 0,25
2B 46,0 0,85 0,27 0,26 0,08 1,05 0,24
3A 30,3 0,44 0,19 0,17 0,07 1,18 0,32
3B 17,5 0,24 0,12 0,10 0,05 1,27 0,36
4A 23,5 0,35 0,15 0,13 0,05 1,19 0,31
4B 15,8 0,21 0,09 0,08 0,03 1,29 0,35
5A 24,2 0,34 0,15 0,13 0,05 1,20 0,34
5B 20,0 0,20 0,13 0,12 0,05 1,29 0,54
6 8,5 0,15 0,05 0,05 0,01 0,97 0,25
7 24,8 0,15 0,16 0,13 0,06 1,41 1,21
8 24,2 0,14 0,16 0,13 0,06 1,41 1,20
9 22,3 0,13 0,14 0,11 0,05 1,48 1,11
A, B 2 ruzna opakovani, vyrobky jsou uvedeny v Tabulce 2.

=>DNA byla z vyrobkil izolovana v koncentraci 8,5 ng/ul-46 ng/pul.
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5.3 Doménové specificka PCR

Doménové specificka PCR byla provedena pomoci primertt F_eub a R_eub. Smési pro PCR

byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. Vysledky agarosové gelové

elektroforézy produkti PCR a schéma naneseni vzorkl na gel jsou uvedeny na Obr. 8.

Obr. 8: Agarosova gelova elektroforéza doménové specifickych produktit PCR (466 bp).

1 2 3 4 5 6 7

9 10 11

12

p 1500 bp
< 1000 bp
466 bp < 200 bp
: 100 bp
MnoZstvi
Béh Vyrobek DNA/PCR smés Produkt PCR
(ng)

1 1B 46,5 ++

2 2B 138,0 +++

3 3A 90,9 ++

4 4A 70,5 +++

5 5A 72,6 +++

6 6 25,5 +++

7 7 74,4 +++

8 8 72,6 +++

9 9 66,9 +++

10 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/pl) 30,0 +++

11 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

12 Velikostni standard (3 pl)
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Amplifikovany byly 3 ul DNA izolované ze vSech vyrobkd. Vyrobky jsou uvedeny

v Tabulce 2.
+++ byl detegovan velmi silny produkt PCR
++ byl detegovan silny produkt PCR

- produkt PCR nebyl detegovan
=>Doménové specifické PCR produkty o velikosti 466 bp byly detegovany po amplifikaci

celkové DNA izolované ze vSech vyrobkd.

5.4 Rodové specificka PCR pro rod Lactobacillus

Rodove specifickd PCR byla provedena pomoci primerd LbLMAI1-rev a R16-1. Smési pro
PCR byly ptipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. Vysledky agarosové gelové
elektroforézy produkti PCR a schéma naneseni vzorki na gel jsou uvedeny na Obr. 9.

Obr. 9: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych produktit PCR (250 bp).

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

0 bp
0 bp
250 bp
MnozZstvi
Béh Vyrobek DNA/PCR sm¢és Produkt PCR
(ng)
1 1A 16,8 -
2 1B 15,5 -
3 2A 38,3 ++
4 2B 46,0 +
5 3A 30,3 ++
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6 3B 17,5 ++
7 4A 23,5 ++
8 4B 15,8 ++
9 5A 24,2 +
10 5B 20,0 +
11 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/ul) 10,0 +++
12 Velikostni standard (3 pl)

13 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

Amplifikovan byl 1 ul celkové izolované DNA z vyrobku €. 1, 2, 3, 4 a 5. Vyrobky jsou

uvedeny v Tabulce 2.

+++ byl detegovan velmi silny produkt PCR
++ byl detegovan silny produkt PCR
+ byl detegovan slaby produkt PCR

- produkt PCR nebyl detegovan
=>Rodové specifické PCR produkty Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detegovany po
amplifikaci celkové DNA izolované z vyrobkti 1, 2, 3,4 a 5.

5.4.1 Optimalizace pro rodové specifickou PCR Lactobacillus

Pii rodové specifické PCR Lactobacillus, jejiz vysledky jsou na Obr. 9, byl produkt PCR z
vyrobku 1 (Activia) detegovan pftili§ slabé a na fotografii neni patrny. Proto byla z vyrobku
znovu izolovana DNA. Tato DNA byla izolovana z 2 ml vyrobku a pii izolaci magnetickymi
¢asticemi bylo do smési na izolaci pouzito 200 ul hrubého lyzatu bunék. Spektrofotometricky
byla zméfena koncentrace izolované DNA ¢ = 23,5 ng/ul. Do PCR smési bylo pouzito 10 ul
izolované DNA. Vysledek agarosové gelové elektroforézy produktii PCR a schéma naneseni

vzorkl na gel jsou uvedeny na Obr. 10.
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Obr. 10: Agarosova gelova elektroforéza rodove specifickych produktit PCR (250 bp).

1500 bp
e

1000 bp
e

500 bp
—_—

100 bp
—_—

1 2

3 4

250 bp
4—

Mnozstvi
Béh Vyrobek DNA/PCR sm¢és Produkt PCR
(ng)

1 Velikostni standard (3 ul)

2 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

3 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/pl) 10,0 +++

4 1 235,0 +++
Amplifikovano bylo 10 pl celkové izolované DNA z vyrobku ¢. 1. Vyrobky jsou uvedeny v
Tabulce 2.
+++ byl detegovan velmi silny produkt PCR

produkt PCR nebyl detegovan

=>Rodov¢ specifické PCR produkty Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detegovany po

amplifikaci celkové DNA izolované z vyrobku 1.
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5.5 Rodové specificka PCR pro rod Bifidobacterium

Rodové¢ specificka PCR byla provedena pomoci primerti Pbi F1 a Pbi R2. Smési pro PCR
byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. Vysledky agarosové gelové

elektroforézy produkti PCR a schéma naneseni vzorku na gel jsou uvedeny na Obr. 11.

Obr. 11: Agarosova gelova elektroforéza rodoveé specifickych produktit PCR (914 bp).

914 bp
_—

Mnozstvi
Béh Vyrobek DNA/PCR sm¢és Produkt PCR
(ng)

1 1A 16,8 ++

2 1B 15,5 +

3 4A 23,5 -

4 4B 15,8 +

5 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/ul) 10,0 ++

6 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

7 Velikostni standard (3 pl)

Amplifikovan byl 1 pl celkové izolované DNA z vyrobki €. 1 a 4. Vyrobky jsou uvedeny v
Tabulce 2.

++ byl detegovan silny produkt PCR

+ byl detegovan slaby produkt PCR

- produkt PCR nebyl detegovan

=>Rodov¢ specifické PCR produkty Bifidobacterium o velikosti 914 bp byly detegovany po
amplifikaci celkové DNA izolované z vyrobku 1 a 4.
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5.6 Druhové specificka PCR pro druh Lactobacillus acidophilus

Druhové specificka PCR byla provedena pomoci primerd Aci 16SI a 16SII. Smési pro PCR

byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. Vysledky agarosové gelové

elektroforézy PCR produktl a schéma naneseni vzorkt na gel jsou uvedeny na Obr. 12,

Obr. 12: Agarosovd gelova elektroforéza druhové specifickych produktic PCR (800 bp).

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10 11 12

13

14

Mnozstvi
Detekce PCR
Béh Vyrobek DNA/PCR smés
produktu
(ng)
1 1A 16,8 -
2 1B 15,5 -
3 2A 38,3 -
4 2B 46,0 -
5 3A 30,3 -
6 3B 17,5 -
7 4A 23,5 ++
8 4B 15,8 ++
9 5A 24,2 -
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10 5B 20,0 -
11 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/pl) 10,0 +++
12 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -
13 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -
14 Velikostni standard (3 pl)

Amplifikovan byl 1 pul celkové izolované DNA z vyrobku €. 1, 2, 3, 4 a 5. Vyrobky jsou
uvedeny v Tabulce 2.

+++ byl detegovan velmi silny produkt PCR

++ byl detegovan silny produkt PCR

- produkt PCR nebyl detegovan

=>Druhové specifické PCR produkty Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly
detegovany po amplifikaci celkové DNA izolované z vyrobku 1, 2, 3,4 a 5.

5.7 Druhové specificka PCR pro druh Bifidobacterium animalis

Druhové specifickd PCR byla provedena pomoci primera Pbi R1 a Ban F2. Smési pro PCR
byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5. Vysledky agarosové gelové

elektroforézy PCR produktti a schéma naneseni vzorki na gel jsou uvedeny na Obr. 13.

Obr. 13: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych produktit PCR (925 bp).

1500 bp
— T »

1000 bp
— 925 bp

500 bp
e

100 bp
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Mnozstvi

Béh Vyrobek DNA/PCR sm¢s Produkt PCR
(ng)

1 Velikostni standard (3 pl)

2 1A 16,8 ++

3 1B 15,5 ++

4 4A 23,5 +

5 4B 15,8 +

6 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/ul) 10,0 +++

7 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -
Amplifikovan byl 1 pl celkové izolované DNA z vyrobku €. 1 a 4. Vyrobky jsou uvedeny v
Tabulce 2.
+++ byl detegovan velmi silny produkt PCR
++ byl detegovan silny produkt PCR
+ byl detegovan slaby produkt PCR

produkt PCR nebyl detegovan

=>Druhové specifické PCR produkty Bifidobacterium animalis o velikosti 925 bp byly

detegovany po amplifikaci celkové DNA izolované z vyrobku 1 a 4.

5.8 Druhové specificka PCR pro druh Lactococcus lactis ssp. lactis

Druhoveé specificka PCR byla provedena pomoci primera PALA 4 a PALA 14. Smési pro

PCR byly ptipraveny dle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.3.5. Vysledky agarosové gelové

elektroforézy PCR produktti a schéma naneseni vzorki na gel jsou uvedeny na Obr. 14,
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Obr. 14: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych produktit PCR (1131 bp).

1131 bp
4—

Mnozstvi
Béh Vyrobek DNA/PCR sm¢és Produkt PCR
(ng)
1 Velikostni standard (3 pl)
2 6 8,5 ++
3 7 24.8 ++
4 8 24,2 +
5 9 22,3 +
6 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/ul) 10,0 +++
7 Negativni kontrola (bez DNA) 0 -

Amplifikovan byl 1 pl celkové izolované DNA z vyrobkil €. 6, 7, 8 a 9. Vyrobky jsou

uvedeny v Tabulce 2.

+++

++

+

byl detegovan velmi silny produkt PCR
byl detegovan silny produkt PCR

byl detegovan slaby produkt PCR
produkt PCR nebyl detegovan

=>Druhové specifické PCR produkty Lactococcus lactis ssp. lactis o velikosti 1131 bp byly

detegovany po amplifikaci celkové DNA izolované z vyrobku 6, 7, 8 a 9.
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5.9 Shrnuti vysledku priikazu bakterialni DNA ve vyrobcich s vyuZitim
PCR

Pro priikaz bakteridlni DNA ve vyrobcich bylo pouzito 6 riznych PCR.

5.9.1 Mlé¢né vyrobky tekuté

Shrnuti vysledki prikazu bakteridlni DNA v tekutych mléénych vyrobcich je uvedeno v
tabulce 14.
Tabulka 14: Priikaz bakteridlni DNA v tekutych mlécnych vyrobcich.

Vyrobek/ptitomnost DNA
DNA
1 2 3 4
doména Bacteria + + + +
rod Lactobacillus + + + +
rod Bifidobacterium + - - I
druh Lactobacillus
- - - +
acidophilus
druh Bifidobacterium
+ - - +
animalis

Seznam vyrobki je uveden v Tabulce 2.

5.9.2 Syry

Shrnuti vysledkl prikazu bakterialni DNA v syrech je uvedeno v tabulce 15.

Tabulka 15: Priikaz bakteridlni DNA v syrech.

Vyrobek/ptitomnost DNA
DNA
6 7 8
doména Bacteria + + +
druh Lactococcus lactis ssp. lactis + + +

Seznam vyrobkl je uveden v Tabulce 2.

5.10 Srovnani vysledki ziskanych amplifikaci DNA a tdaji deklarovanych

vyrobcem

Bylo provedeno srovnani piitomnosti bakterialni DNA ve vyrobcich ziskané pomoci PCR

s udaji deklarovanymi vyrobcem.




5.10.1 Mlééné vyrobky tekuté

Shrnuti vysledkii srovnani ptitomnosti bakterialni DNA v tekutych mlécnych vyrobcich

ziskané pomoci PCR s udaji deklarovanymi vyrobcem je uvedeno v Tabulce 16.

Tabulka 16: Srovndni vysledki s udaji deklarovanymi vyrobci.

Pfitomnost bakterii

Uvedena vyrobcem/ovéfena amplifikaci

DNA 1 2 3 4 5
doména Bacteria +/+ +/+ +/+ ++ ++
rod Lactobacillus +/+ +/+ +/+ ++ ++

rod Bifidobacterium +/+ -/- ~/- ++ -/-
druh Lactobacillus acidophilus -/- -/- -/- -/+ -/-
druh Bifidobacterium animalis +/+ -/- -/- -[+ -/-

Seznam vyrobki je uveden v Tabulce 2.

5.10.2 Syry

Shrnuti vysledkl srovnani ptitomnosti bakterialni DNA v syrech ziskané pomoci PCR s tida;ji

deklarovanymi vyrobcem je uvedeno v Tabulce 17.

Tabulka 17: Srovnani vysledki s udaji deklarovanymi vyrobci.

Pritomnost DNA

Uvedeno vyrobcem/ovéfena

amplifikaci
DNA 1 2 3 4
doména Bacteria +/+ +/+ +/+ +/+
druh Lactococcus lactis +/+ +/+ +/+ ++

Seznam vyrobkl je uveden v Tabulce 2.
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6 DISKUZE

6.1 Izolace DNA z vyrobkii, stanoveni koncentrace

DNA z 9 mlé¢nych vyrobkil (vyrobky jsou uvedeny v Tabulce 2) byla izolovana z hrubych
lyzati bunék pomoci magnetickych castic P(HEMA-co-GMA). DNA byla izolovana v
dostatecném mnozstvi pro PCR.

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky. Vzorky byly proméfeny v rozmezi

vlnovych délek 230-320 nm. Naméfené koncentrace byly v rozmezi 8,5 ng/ul-46 ng/ul.

6.2 Polymerazova retézova reakce s primery specifickymi pro doménu

Bacteria

Amplifikace DNA s primery specifickymi pro doménu Bacteria prob&hla podle programu
BACTERIA; byly pouzity primery F eub a R_eub. Produkt PCR o velikosti 466 bp se
amplifikoval u vSech 9 testovanych vyrobkl. Tim byla potvrzena pfitomnost bakterialni DNA

ve vzorcich.

6.3 Polymerazova retézova reakce s primery specifickymi pro rod

Lactobacillus

Amplifikace DNA s primery specifickymi pro rod Lactobacillus podle programu LBCROD;
byly pouzity primery LbLMA 1-rev a R16-1. Produkt PCR o velikosti 250 bp se amplifikoval
u vyrobku €. 1, 2, 3, 4 a 5, tedy u vSech tekutych mlécnych vyrobka. Timto byla potvrzena

piitomnost bakterii rodu Lactobacillus, které byly deklarovany vyrobcem.

6.3.1 Optimalizace polymerazové iFetézové reakce s primery specifickymi pro rod

Lactobacillus

U vyrobku ¢. 1 doslo k amplifikaci DNA, ale PCR produkt byl detegovan pfili§ slabé a na
Obr. 9 neni patrny. Z tohoto divodu byla provedena optimalizace postupu izolace DNA.
DNA byla izolovana z dvojnasobného mnozstvi vzorku a do smési pro PCR bylo pouzito
desetinasobné mnozstvi izolované DNA. Amplifikoval se produkt PCR o velikosti 250 bp
atim byla potvrzena pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus, které byly deklarovany

vyrobcem.
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6.3.2 Polymerazova retézova reakce s primery specifickymi pro druh Lactobacillus
acidophilus

Amplifikace DNA s primery specifickymi pro druh Lactobacillus acidophilus probéhla podle
programu LBCACI; byly pouzity primery Aci 16SI a 16SII. Produkt PCR o velikosti 800 bp
se amplifikoval u vyrobku ¢. 4. Timto byla potvrzena pfitomnost bakterii druhu Lactobacillus

acidophilus v tomto vyrobku. Vyrobcem tento druh nebyl deklarovan.

6.4 Polymerazova retézova reakce s primery specifickymi pro rod

Bifidobacterium

Amplifikace DNA s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium prob¢hla podle programu
BIFI914; byly pouzity primery Pbi F1 a Pbi R2. Produkt PCR o velikosti 914 bp se
amplifikoval u vyrobkii ¢. 1 a 4. Timto byla potvrzena piitomnost bakterii rodu

Bifidobacterium, které byly deklarovany vyrobcem.

6.4.1 Polymerazova ietézova reakce s primery specifickymi pro druh Bifidobacterium
animalis

Amplifikace DNA s primery specifickymi pro druh Bifidobacterium animalis probéhla podle
programu B.ANIM; byly pouzity primery Pbi R1 Ban F2. Produkt PCR o velikosti 925 bp se
amplifikoval u vyrobku ¢. 1 a 4. Timto byla potvrzena piitomnost bakterii druhu
Bifidobacterium animalis v téchto vyrobcich. Vyrobcem byl tento druh deklarovan u vyrobku

¢. 1, u vyrobku ¢. 4 nebyl deklarovan.

6.5 Polymerazova retézova reakce s primery specifickymi pro druh

Lactococcus lactis ssp. lactis

Amplifikace DNA s primery specifickymi pro druh Lactococcus lactis ssp. lactis prob&hla
podle programu PALA4—PALA14; byly pouzity primery PALA4 a PALA14. Produkt PCR
0 velikosti 1131 bp se amplifikoval u vyrobku €. 6, 7, 8 a 9. Timto byla potvrzena pfitomnost

bakterii druhu Lactococcus lactis ssp. lactis, které byly deklarovany vyrobcem.
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6.6 Srovnani vysledkii ziskanych amplifikaci DNA a ddaji deklarovanych
vyrobcem

Analyza mléénych vyrobkl s pouzitim amplifika¢nich metod (PCR) prokazala, ze zastoupeni
bakterialnich druhii odpovidé informacim od vyrobce; pouze u vyrobku €. 4 nebyly vyrobcem

uvedeny 2 bakteridlni druhy, které byly analyzou prokéazany.
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7 ZAVER

Cilem prace byla izolace bakteridlni DNA z péti fermentovanych mléénych vyrobkl a ¢ty
syri v kvalit¢ vhodné pro polymerdazovou ftetézovou reakci (PCR). Izolace DNA byla
provedena z hrubych lyzatd bunék pomoci magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA)
v prostiedi 16 % PEG 6000 a 2 M NaCl. Bylo ovéfeno, ze ¢astice jsou vhodné pro izolaci
dostatecného mnozstvi DNA z analyzovanych vyrobkti v kvalit¢ vhodné pro PCR.
Koncentrace izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky a pohybovala se v rozmezi
8,5 ng/ul-46 ng/ul.

Pomoci rodové a druhové specifické PCR byla prokazana ptitomnost bakteridlnich roda
Lactobacillus a Bifidobacterium, a bakterialni druhtt Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium animalis a Lactococcus lactis ssp. lactis. Ziskané vysledky byly porovnany s

udaji deklarovanymi vyrobcem a byla zjiSténa shoda.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AT
BMK
bp
CCM
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
DNA
EDTA
EtBr
GC
GIT
GMA
HEMA
PCR
PEG
PGMA
P(HEMA-co-GMA)
P(HEMA-co-EDMA)
RNA
SDS
TBE
TE

adenin a thymin
bakteri mlé¢ného kvaSeni

par basi (base pair)

Ceska sbirka mikroorganismiti (Czech Collection Microorganismes)

2°-deoxyadenosin 5°-trifosfat
2°-deoxycytidin 5°-trifosfat
2‘-deoxyguanosin 5°-trifosfat
deoxyribonukleosidtrifosfat
2¢-deoxythymidin 5°-trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
kyselina ethylendiamintetraoctova
ethidium bromid

guanin a cytosin
gastrointestinalni trakt
glycidyl methakrylat
2-hydroxyethyl methakrylat
polymerazova fetézova reakce
polyethylen glykol
poly(glycidyl methakrylat)

poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat)
poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylat)

ribonukleova kyselina
dodecylsulfat sodny
pufr Tris-borat-EDTA
pufr Tris-EDTA
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