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ABSTRAKT

Tato prace je zamétfena na izolaci a prukaz probiotickych bakterii ve tiech rGznych
probiotickych vyrobcich pomoci metody polymerazové ietézové reakce (PCR). DNA
Vv kvalit¢ vhodné pro PCR byla izolovana z hrubych lyzatd bun¢k pomoci tifi druhi
magnetickych Céstic a pomoci fenolové extrakce. Identifikace rodii a druhti probiotickych
bakterii byla ovéfena pomoci rodové a druhové specifickych PCR. Ziskané vysledky byly

v souladu s udaji prezentovanymi vyrobci.

ABSTRACT

This thesis is interested in isolation and identification of probiotic bacteria in three
different probiotic products using polymerase chain reaction (PCR). DNA in quality suitable
for PCR was isolated from crude lysates using three different types of magnetic microparticles
and phenol extraction. ldentification genera and species of probiotic bacteria was proven
using genus and species specific PCRs. Results were in accordance with data presented by

manufacturers.
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1. UVOD

Probiotické vyrobky se od doby svého uvedeni na trh v Japonsku roku 1984 rozsitily
téméf po celém svéte a zaujimaji stabilni misto na trhu s potravinovymi dopliikky a v nékterych
zemich svéta i s 1é&ivy. V Ceské republice jsou dostupné volné a bez receptu a navzajem se
1isi jak cenou, tak mnozstvimi obsazenych mikroorganismu a jejich druhy. VétSina téchto
probiotickych organismti nicmén¢ patii do velké skupiny bakterii mlécného kvaseni nebo se
jedna o bakterie rodu Bifidobacterium. Tato prace se zabyva identifikaci nékterych

probiotickych bakterii pfitomnych v tfech komeréné dostupnych probiotickych vyrobcich.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Probiotika
2.1.1. Zakladni definice

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které poskytuji ur¢ité zdravotni benefity (Seale
a kol., 2013). Tyto benefity se li§i podle druhu mikroorganismu. Uginek jednoho druhu
mikroorganismu nemuze byt automaticky pfedpokladan i u druhu mikroorganismu jiného.
Rozdily jsou i mezi jednotlivymi kmeny. (Rijkers a kol., 2011). Probiotické organismy
pouzivané v potravinaistvi jsou obvykle lidského puvodu (Caselli a kol., 2013). Jako
dopliikové latky v potravinach se probiotika vyuzivaji od sedmdesatych let dvacéatého stoleti,
ale k prvnim experimentiim s jejich vyuzitim v potravinafstvi a farmacii dochazelo jiz od let
dvacatych (Reuter, 2001). Prvni a dodnes platna definice probiotik byla zavedena roku 1989
Fullerem. Tato definice fika, ze probiotika jsou zivé mikrobialni potravni a krmné dopliky,
které ptiznivé ovlivituji hostitele zlepSenim jeho stfevni mikrobiocen6zy.Pro uplnost,
soucasna definice probiotik podle WHO (Svétova zdravotnicka organizace) zni: Probiotika
jsou zivé organismy, které pii podani v dostatecnych mnozstvich maji pozitivni efekt na
hostitele (Seale a kol., 2013).

2.1.2. Historie

Pojem probiotikum byl poprvé pouzit roku 1965. Zavedli ho Lilly a Stillwell, aby jim
ozna¢ili latku produkovanou jednim prvokem, ktera stimulovala riist prvoka jiného. Casem se
tento pojem zacal pouzivat pro krmné a potravni dopliiky, které byly ureny k vyzivé
hospodatskych zvitat a pozdéji také lidi. Termin zahrnoval bud’to Zivé bakterialni kultury, ale
taktéz 1 urCité substance jako jsou mikrobialni metabolity, aminokyseliny, enzymy atd., které
pozitivn€ ovliviiuji mikrofloru traviciho traktu. Tato definice by ale zahrnovala i ncktera
antibiotika. Vyznam slova probiotikum vSak znamend ,pro Zivot®, coZ je tedy piimym
opakem slova antibiotikum.

Probiotika lidé konzumovali, at’ jiz védomé ¢i nevédomé, i pied rokem 1965. Jako
pocatek teorie probiotik je vSak casto uvadén rok 1907. V tomto roce Ilja Mecnikov
publikoval tzv. ,,Optimistickou studii o prodluzovani véku®, ve které se zabyval srovnavanim
dlouhovékosti lidi Zijicich na Balkdnském poloostrové. Jejich dlouhovekost pfisoudil
pravidelné konzumaci kysanych mlécnych vyrobkii obsahujicich Zivé bakterie, ktera je
V téchto zemich bézna. Postuloval také teorii o potlacovani hnilobnych procesti pomoci
jogurtovych bakterii, ktera je dodnes uznévana jako jeden z mechanismit, jakym probiotika

plsobi.
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Ne ptimo jako zacatek rozmachu probiotik, ale spiSe jako prvni kracek k probiotiktim,
se da oznacit také rok 1899. Tehdy Henry Tissier poprvé izoloval ze stolice kojencli
bifidobakterie (Rada, 2010).

2.1.3. Pravni hledisko

V pribéhu minulych dvaceti let byl pomérné intenzivné zkouman terapeuticky
potencial probiotik a byla vénovana zna¢na védeckd pozornost jejich pouziti v rozdilnych
klinickych podminkach. Pfesto na mezinarodni urovni neexistuje shoda vtom, zda lze
probiotické vyrobky definovat i jako 1éCiva, nebo nikoliv. V jednotlivych statech jsou definice
rozdilné. Napiiklad v Némecku mohly donedavna byt nékteré vyrobky definovany dokonce
jako 1éky, coz zaviselo na koncentraci probiotik (Caselli a kol., 2013).

V jinych zemich je zase problém s definici probiotik jako latek, které tvoii soucast
potravin a probiotik jako samotnych potravnich dopliki. V takovych piipadech se pouzivaji
nazvy jako bioterapeutické agens a mikroorganismy se zdravotnim piinosem (benefitical
microorganisms) (Pineiro a kol., 2007).

Mezinarodni autority véetné WHO a EFSA (Evropsky ufad pro bezpecnost potravin)
vydaly spole¢n¢ doporuceni zamétfené na bezpecnost probiotik. Tato doporuceni zminuji
pouziti probiotik jako dopliikii stravy u zdravé populace. Doporuéeni dale tika, ze probiotika
nemohou byt ptimo aplikovana pfi léCeni Vv nemocnicich apod., tedy jako léky.

Dtivodem, pro¢ probiotika nemohou byt definovany jako 1éky je, ze 1ék ma jasn¢ dané
chemické slozeni. Miizeme popsat jeho neménné uCinky a jejich rozsah. Probiotika jsou
mikroorganismy a nemohou byt proto takto popsany. Podléhaji zménam, rozmnoZuji se, méni
se V Case a interaguji jak mezi sebou navzajem, tak s té¢lem hostitele riznymi zplsoby (Seale a
kol., 2013).

2.1.4. Prinos probiotik

Probiotika mohou v mezich fyziologickych limit zlepSovat ne¢které funkce traviciho
ustroji, jako je pravidelnost stolice nebo urcité subjektivni charakteristiky. Konzumace
probiotik mize byt pfinosna pro predchazeni vzniku urCitych chorob a mirnéni jak
objektivnich, tak i subjektivnich symptomil. Zdravotni piinos probiotik je velice tézké
sledovat ve zdravé populaci a testy se proto provadéji na jedincich s n€jakou poruchou (Aureli
a kol., 2011)

Mezi nejCastéjSi zdravotni UcCinky probiotik patfi prevence a lécba prijmi
zpusobenych antibiotiky, 1é€ba zanéti tenkého a tlustého stieva a zapalu tlustého stfeva

(pouchitis). Déle maji u¢inek na prevenci prijmil obecné, zlepSeni funkénosti stiev (prichod
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traveniny, pravidelnost pohybu stiev slouzicich k Gpravé traveniny) nebo zlepSeni kvality
stolice (Rijkers a kol., 2011).

Probiotika jsou také bézné pouzivana v détském Iékatstvi k posileni imunity, prevenci
alergii a obezity (Waikar, 2013) Na druhou stranu velky pokrok se ofekava také ve vyuziti
probiotik ve starnouci populaci. Osidleni stfeva mikroorganismy se totiz v prib¢hu Zivota
méni a tyto zmény mohou souviset se zancty, metabolickymi poruchami i slabnutim
organismu v dusledku stafi (Duncan a kol., 2013).

2.1.5. Probiotické mikroorganismy

Vycet probiotickych mikroorganismil je pomérn¢ pestry a zahrnuje krom¢é samotnych

bakteridlnich druhl probiotik také plisné a kvasinky. Ptehled probiotickych organismi

poskytuje tabulka 2.1 (Heyman a kol., 2002; Rada, 2010).

Tab. 2.1: Seznam n¢kterych probitickych organismi (Heyman a kol., 2002; Rada, 2010)

Probiotické organismy

druhy rodu Lactobacillus  druhy rodu Bifidobacterium dal$i mikroorganismy

Lactobacillus acidophillus  Bifidobacterium bifidum Streptococcus thermophillus
Lactobacillus rhamnosus Bifidobacterium longum Bacillus cereus
Lactobacillus gasseri Bifidobacterium breve Esterichia coli
Lactobacillus reuteri Bifidobacterium infantis Clostridium butyricum
Lactobacillus johnsonii Bifidobacterium lactis Enterococcus faecalis
Lactobacillus bulgaricus Bifidobacterium adolescensis Enterococcus faecium
Lactobacillus plantarum Saccharomyces boulardii
Lactobacillus casei Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus paracasei Aspergillus oryzae

Lactobacillus salivarius
Lactobacillus lactis

2.1.6. Identifikace probiotickych organismu

Probiotické organismy lze identifikovat fadou metod. Kromé polymerazové fetézové reakce
(PCR), kterou se zabyva tato prace, to miize byt napt. denaturacni gradientova gelova elektroforéza,
pulsni gelova elektroforéza, metoda RFLP (polymorfismus délky restrik¢nich fragmentt), ndhodna
amplifikace polymorfni DNA, interrepetivni PCR nebo kvantitativni PCR v realném case. Tyto vyse
popsané metody jsou metody molekularné biologické. (Videnska, 2010).

Lze pouzit také biochemické nebo fyziologické metody, jako jsou napf. ristové testy pii 4 °C
a 15 °C ve zkumavkach s MRS médiem, nebo fermentacni zkousky. Pfi identifikaci mikroorganismu
se také pouziva urceni antimikrobidlni aktivity a sledovani produkce bakteriocint, tedy latek, které

inhibuji rust jinych mikroorganisma. (Jafari a kol., 2011).
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2.2. Prebiotika a synbiotika
2.2.1. Prebiotika

Definice prebiotik, kterou navrh Glenn Gibson, jeden z autorti tohoto pojmu, zni
nasledovné. Jedna se o selektivné fermentované ingredience, umoziujici specifické zmény ve
slozeni a/nebo aktivité stfevni mikroflory, coz ma piiznivy vliv na hostitelovo zdravi.
Soucasn¢ byly druhym =z dvojice autor tohoto terminu, Marcelem Roberfroidem,
postulovany tfi kritéria pro nebiotické substance. Musi se jednat o latky odolné vuci
zaludecnim kyselindm a vac¢i hydrolytickym enzymim v travicim traktu, musi byt
fermentovatelné stifevnimi bakteriemi a nakonec musi selektivné stimulovat riist a/nebo
aktivitu stfevnich bakterii, které maji pozitivni ucinek na zdravi hostitele, tedy bakterii
probiotickych. Jedna se tedy o jakousi ,,potravu pro probiotika“ (Rada, 2010).

Prebiotika jsou nestravitelné soucéasti potravin, které jsou-li konzumovany
V dostateéném mnozstvi, selektivné stimuluji rdst a/nebo aktivitu jednoho druhu
mikroorganismu, popfipadé omezeného poctu druhit mikroorganismli ve stfevé, coz vede
K riznym zdravotnim benefitim pro organismus hostitele. V souc¢asné dob¢ se jako prebiotika
pouzivaji sacharidy nizké stravitelnosti, které se pfirozené vyskytuji v potravinach a zahrnuji
manooligosacharidy, pektooligosacharidy, xylooligosacharidy, galaktooligosacharidy a
chitooligosacharidy. V soucasnosti se vyzkum zaméfil také na arabinoxylanoligosacharidy.
Velmi casté je také zaméteni studii prebiotik na inulin a fruktooligosacharidy (Duncan a kol.,
2013)

Prvnim a nejlepSim zdrojem prebiotik pro ¢lov€ka je matetské mléko, které obsahuje
zna¢né mnozstvi vySe uvedenych nestravitelnych oligosacharidii (Rada, 2010).
2.2.2. Synbiotika

Synbiotickym ucinkem oznacujeme synergistickou kombinaci probiotik a prebiotik
(Vrese, 2008). Tento termin je ze skupiny pro/pre/syn-biotik nejmladsi. Jedna se o smés
probiotik a prebiotik, pfi¢emz se ocekdva synergicky uUcinek obou slozek. Nejjednodussim
ptikladem synbiotika je jogurt, ktery obsahuje probiotické bifidobakterie a prebiotickou
oligofruktozu (Rada, 2010).

Pomémé novym trendem v technologii potravin, konkrétné détské vyzivy, je

Vv soucasné dobé ptidavani synbiotik do kojenecké vyzivy (Mugambi a kol., 2014)
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2.3. Funk¢ni potraviny
2.3.1. Zakladni definice

Pojem ,,funkcni potravina® byl poprvé pouzit v Japonsku roku 1984 jako vysledek
studie vztahu mezi vyzivou, smyslovym uspokojenim, upevnénim a modulaci fyziologickych
syst¢tmu. Cilem bylo vymezit potravinaiské vyrobky vylepSené specidlnimi slozkami
s vyhodnymi fyziologickymi ucinky. Tyto slozky nemuseji byt nutn¢ pouze probiotické
povahy (Hardy, 2000; Kwak a kol., 2001).

Piinosy funk¢énich potravin jsou rozmanité - od celkového posileni téla (napf.
ovlivnéni imunitniho systému probiotiky nebo prebiotiky) pfes snizeni rizika vzniku nemoci
(napt. probiotika snizujici hladinu cholesterolu) az po 1é¢eni urcitych nemoci (Bigliardi,
2013).

Zakladni konflikt u funkénich potravin a jejich pfijeti spolecnosti v riznych zemich je
troji. Nékteré zem¢ odmitaji na potravinach jak vyzivova tvrzeni, tak zdravotni tvrzeni. Dalsi
odmitaji zdravotni tvrzeni, ale vyzivova tvrzeni piijimaji. Posledni skupinou jsou zemé¢, které
u potravin schvaluji jak zdravotni, tak vyzivova tvrzeni (Farr, 1997)

2.3.2. Pravni hledisko

V Evropské unii ani v Ceské republice doposud neexistuje dokument nebo piedpis,
ktery by definoval nebo jinym zpisobem uvadél pravidla a podminky pro vyrobu funkénich
potravin. Existuji ale pfedpisy, které se tykaji predevs§im oznacovani tohoto druhu potravin,
nebot’ kazda takovato potravina nese na svém obalu zdravotni tvrzeni, které dava spotiebiteli
informaci o zdravotnim pfinosu potraviny nebo jeji slozky ¢i ¢asti na lidsky organismus.

Na konci roku 2006 bylo Evropskou komisi vydano natizeni EP (Evropsky parlament)
a rady ¢. 1924/2006 o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi oznaCovani potravin. Toto
nafizeni mélo za ukol zajistit, aby u latek, které jsou predmétem tvrzeni, bylo opravdu
védecky prokazano, Ze maji ptiznivy efekt, ktery deklaruji. Jednotliva tvrzeni posuzuje EFSA
(Evropské organizace pro bezpecnost potravin). Existuje tak seznam tvrzeni, kterd se vzdy
vazou k urcité Zivin€. O takova tvrzeni, ktera v seznamu nejsou uvedena, musi vyrobce zadat
EFSA.

Problematiky se dotyka jesté nafizeni ¢. 258/1997 o novych potravinach a o novych
slozkach potravin. Toto nafizeni tika, ze potraviny, které se ve velké mife nekonzumovaly
pied datem vydani nafizeni, tj. 15. 5. 1997 jsou povazovany za nové potraviny nebo nové

slozky potravin. (Berankova, 2009)
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2.4. Bakterie mlé¢ného kvaseni

Z dtivodu, ze vétSina probiotickych organismil jsou bakterie mlééného kvaseni, je na
misté pojednat o této skupin€ mikroorganismu (Zhang, 2014).

2.4.1. Obecné informace

Skupina bakterii mlééného kvaseni (BMK) sestava z mikroorganismii, konkrétnéji
bakterii, které se podobaji urcitymi vlastnostmi. Mezi tyto vlastnosti patii morfologie,
metabolismus a fyziologické vlastnosti. Urcité bakterie mlécného kvaseni jsou si také
relativné blizké fylogeneticky. Zakladni popis téchto bakterii zahrnuje pojmy jako gram-
pozitivni, nesporulujici ty¢inky nebo koky, které prostiednictvim fermentace produkuji ze
sacharidt kyselinu mlé¢nou jakozto hlavni metabolicky produkt.

Bézné byly do skupiny bakterii mlé¢ného kvaseni fazeny 4 tradi¢ni rody, ale nové
jsou Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus. Mezi nové rody patii mimo
jiné naptiklad Aerococcus, Propionibacterium, Lactococcus nebo Carnobacterium
(Khalisanni, 2011). Casto jsou k bakteriim mlééného kvaSeni fazeny také rody
Propionibacterium, Lactococcus a Bifidobacterium (Todar, 2014).

2.4.2. Mlécné kvaSeni

Kvaseni obecné je d¢j, pii kterém v disledku metabolické aktivity mikroorganismu
probihaji chemické premény organickych latek, obvykle sacharidi. Mlécné kvaSeni je
anaerobni, probiha tedy bez pfitomnosti kysliku. Mezi dal§i anaerobni kvaSeni patii napf.
kvaSeni alkoholové. KvaSeni miliZze probihat i v pfitomnosti kysliku — aerobné. Ptikladem
takového typu je kvaSeni octové (Kodicek, 2015).

Existuji dva typy mlécného kvaSeni, homofermentativni a heterofermentativni.
Homofermentativni kvaSeni lze pozorovat u nékterych druhti Lactobacillus, dale u druhu
Lactococcus, Pediococcus nebo Streptococcus. Heterofermentativnim kvaSenim se vyznacuji
rovnéz nékteré druhy Lactobacillus, dale pak Leuconostoc, Oenococcus, Weisella a
Bifidobacterium (Todar, 2014).
2.4.2.1. Homofermentativni kvaseni

Za podminek nadbytku glukézy a limitovaného mnozstvi kysliku homofermentativni
bakterie mlécného kvaSeni katabolizuji jeden mol glukézy v Embden — Meyerhofové draze
k ziskani dvou mola pyruvatu. Vnitrobunééna redoxni rovnovaha je zajisténa prostiednictvim
oxidace NADH a soucasné redukce pyruvatu na kyselinu mlécnou. Timto procesem se
ziskavaji dva moly ATP na jeden mol glukdézy. Homofermentativni mlécné kvaSeni je

schematicky popsano na obrazku 2.1. (Todar, 2014).
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Obr. 2.1: Schéma homofermentativniho mlééného kvaseni (Todar, 2014)
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2.4.2.2. Heterofermentativni kvasSeni

Heterofermentativni mlééné kvaseni vyuziva k disimilaci sacharidi pentosa —
fosfatovou drdhu. Jeden mol glukosa-6-fosfatu je dehydrogenovan na 6-fosfoglukonat a
nasledné¢ dekarboxylovan na jeden mol oxidu uhli¢itého. Vysledna pentosa-5-fosfat se
nasledné¢ rozStépi na jeden mol glyceraldehydfosfitu a jeden mol acetylfosfatu.

Glyceraldehydfosfat je dale metabolizovan na laktdt homofermentativné s acetylfosfatem
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redukovanym pies acetylkoenzym A a acetaldehyd na etanol. Koncové produkty (oxid
uhlicity, laktat a etanol) by teoreticky mély byt v ekvimolarnim mnozstvi. Schematicky popis

heterofermentativniho mlécného kvaseni je na obrazku 2.2 (Todar, 2014).

Obr. 2.2: Schéma heterofermentativniho mlééného kvaseni (Todar, 2014)
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2.4.3. Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je fazen mezi bakterie mlééného kvaSeni, protoze koncovym
produktem jeho metabolismu sacharidi je kyselina mlééna (Lebeer a kol., 2008). Z tabulky
2.1 uvedené vyse také vyplyva, ze z bakterii mlé¢ného kvaseni ma nejpocetnéjsi zastoupeni
druhtt mezi probiotickymi vyrobky (Heyman a kol., 2002; Rada, 2010).

Jednd se o gram- pozitivni, nesportujici a anaerobni bakterie. Z taxonomického
hlediska patii rod Lactobacillus do kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu Lactobacillales a
Celed¢ Lactobacillacae. K ristu potfebuje bohata média, ktera obsahuji sacharidy,
aminokyseliny, peptidy, estery mastnych kyselin, derivaty nukleovych kyselin a vitaminy.

Kromé¢ role v potravinaistvi (fermentace) se rod Lactobacillus nachazi
Vv gastrointestindlnim traktu clovéka i zvifat v riznych mnozstvich, které zavisi na druhu
hostitele, jeho staii i umisténi ve stieveé. Kromé lidského stieva byly druhy rodu Lactobacillus
nalezeny také v Zenském pohlavnim ustroji, kde funguji jako ochrana proti riznym infekcim
(Lebeer a kol., 2008)

Rod Lactobacillu se ¢leni na tii skupiny: A, B a C.

Skupina A je tvofena striktné homofermentativnimi druhy. Zahrnuje patnéct druhi.
Nefermentuji pentozy a rostou az do 45 °C. Do této skupiny patii naptiklad Lactobacillus
acidophilus. Skupina B sestava z fakultativné heterofermentativnich druhd fermentujicich
glukézu a produkujicich kromé kyseliny mlééné i etanol, kyselinu mravenéi a kyselinu
octovou v Embden- Meyerhofové metabolické draze. Zastupcem ztéto skupiny je napf.
Lactobacillus plantarum. Skupina C zahrnuje striktné heterofermentativni  druhy,
produkujicimi kyselinu mléénou a octovou. Teplotni optima se li§i podle druhu, ptikladem

zastupce je Lactobacillus brevis (Anjum a kol., 2014).

Obr. 2.3: Lactobacillus acidophilus — morfologie bunék (Todar, 2014)
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2.4.3.1. Druh Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus je homofermentativni, mikroaerofilni mikroorganismus
s ty¢inkovitou morfologii. Ty¢inky tvofi kratké fetézce (viz obr. 2.3). Jednd se o gram-
pozitivni mikroorganismus, ktery je mimo jiné zajimavy predevSim svou schopnosti
produkovat bakteriociny, z nichz nékteré byly izolovany a charakterizovany.

Lactobacillus acidophilus se ¢asto pouziva v mnoha fermentovanych vyrobcich a
podili se tak na utvafeni chuti, zabarveni a textury kone¢ného produktu — potraviny. Vyse
zminénou produkci bakteriocinii také ochraifiuje potravinu pied plusobenim nezadoucich
mikroorganismi. Na této ochrané se podili také kyselina mlé¢na, kterou Lactobacillus
acidophilus produkuje (Anjum a kol., 2014).

Lactobacillus acidophilus byl testovan i klinickymi zkouskami. Spole¢né s druhem
Bifidobacterium animalis BB-12 byl testovan ucinek druhu Lactobacillus acidophilus LA-5
(oba druhy obsazeny ve vyrobku Linex Forte) na prevenci prijmi zpisobenych antibiotiky.
Zkouska prokazala, ze jak Bifidobacterium animalis BB-12, tak Lactobacillus acidophilus
LA-5 neomezily vyznamné vyskyt prijmu. Bylo vSak prokdzano, ze tyto probiotické
organismy maji vliv na dobu trvani prijmu, kterou vyznamné zkracuji (Chatterjee a kol.,
2013).

2.5. Rod Bifidobacterium

Ptestoze je rod Bifidobacterium fylogeneticky nepiibuzny s ostatnimi bakteriemi
mlé¢ného kvaseni, je Casto uvadén spoleéné s nimi z davodu podobnych vlastnosti jak
biochemickych, tak fyziologickych i ekologickych (Adams, 1999).

Obecné jsou bakterie rodu Bifidobacterium charakterizovany jako gram- pozitivni,
nesporulujici, nepohyblivé a anaerobni mikroorganismy. Buitky mohou mit rizné tvary od
kratkych zahnutych tycinek pfes nesymetrické ty¢inky rozsitujici se k jednomu konci az
Kk ty¢inkam tvaru Y (viz obr. 2.4).

V soucasnosti se do rodu Bifidobacterium zatazuje 30 druhd, z nichz 10 se vyskytuje i
u ¢loveéka (Gstni dutina, vagina, gastrointestinalni trakt), 18 u zvifat (intestinalni trakt, bachor)
a 2 v odpadni vodé.

Jedna se o sacharolyticky organismus, ktery produkuje octovou a mlé¢nou kyselinu
bez koprodukce oxidu uhli¢itého (s vyjimkou faze degradace glukonatu). Kromeé glukozy
dovedou také vSechny druhy lidského piivodu vyuzit jako zdroj uhliku galaktézu, laktézu a
fruktézu (Gomes a kol., 1999).
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Obr. 2.4: Bifidobacterium bifidum- morfologie bunék (Todar, 2014)

.
P ’

2

’ o

\ \
;& : S
A e

g :

. : o
- ,:. ’ . /\
> < \/\

2.5.1. Druh Bifidobacterium animalis

Plisobeni tohoto druhu je velmi obdobné, jako v pfipadé jinych probiotickych
organismil. Siroké vyuziti nachazi Bifidobacterium animalis p#i prevenci riiznych détskych
onemocnéni (Taipale a kol., 2013)

Dalsi zajimavé vyuziti druhu Bifidobacterium animalis mtze byt napt. pro stimulaci
mozkové aktivity. V klinickém testu byl skupindm zdravych Zen poddvan po 4 tydny
fermentovany mléény vyrobek obohaceny o probiotikum, kterym byly pravé buiky druhu
Bifidobacterium animalis. Ve zkousce bylo prokazano, ze aktivita tsekti mozku, které
kontroluji zpracovani emoci a pocitt, se zvysila (Tillisch a kol., 2013).

2.6. Doména Bacteria

Vyse popsané druhy patii vSechny do domény Bacteria. To je skupina
jednobunéénych mikroorganismi s prokaryotickou buiikkou. Geneticky materidl (DNA) je
uloZen V cytoplasmé. Jadernd membrana se zde nevyskytuje, coz odliSuje prokaryontni
organismy od eukaryotnich. Protoze az donedavna byly bakterie jedinymi znamymi
organismy majicimi prokaryontni typ buiiky, ¢ast biologie, kterd se zabyva prokaryontnimi
organismy, se nazyva bakteriologie. Teprve roku 1980 umoznil rozvoj technik molekularni
biologie vy¢lenéni dalsi domény — Archaea. Celkem tedy existuji tfi bunécné domény Zivota

— Archaea, Bacteria a Eukarya (Todar, 2015)
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2.7. Polymerazova retézova reakce

2.7.1. Princip

Polymerazova fetézova reakce byla zavedena do praxe roku 1985 nositelem Nobelovy
ceny Kary B Mullisem. Je to metoda, jejiz princip je zaloZen na replikaci nukleovych Kyselin
in vitro. Podstatou je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézct urcitych tseka
dvoutetézcové DNA ve sméru 5" — 3°. PCR je umoznéna piisobenim termostabilni DNA-
polymeréazy (Smarda a kol., 2005).

Usek molekuly DNA, ktery je amplifikovan, je vymezen pomoci dvojice primerd,
které dosednou na protilehlé fetézce DNA tak, aby jejich 3’-konce sméfovaly proti sobé.
Primery jsou pro pribéh PCR velmi dilezité, maji hlavni vliv na specifitu PCR. Proto zalezi
na jejich délce a nukleotidovém slozeni. V PCR dale zalezi také na velikosti produktu PCR,
koncentracich PCR komponent nebo i na vzniku sekundarnich struktur (napf. nezadouci je
tvorba dimert primerti) (Chuang a kol, 2013). Primery jsou detailnéji popsany v kapitolce
2.7.2. nizZe.

Jak je zminéno vyse, PCR funguje zpusobem amplifikace urcitého useku DNA
cyklickym procesem. Tento proces se skladd ze tifi krokd. V prvnim znich dochazi
k denaturaci dvoutetézcové DNA na dva oddélené fetézce. Toto probiha pii vysoké teploté.
V druhém kroku dochazi k dosednuti dvou syntetickych oligonukleotidi (specifickych
primerQ), na komplementarni iseky DNA. Teplota hybridizace zalezi na DNA, ktera ma byt
prokazana (napt. DNA rodu Lactobacillus, Bifidobacterium atd). To je nasledovano
polymeriza¢nim procesem (tieti krok), kdy od primert komplementarnich k jednofetézcové
DNA jsou z piitomnych deoxyribonukleotid syntetizovana nova vlakna DNA termostabilni
DNA-polymerazou.

Na PCR maji vliv mimo jiné i dalsi faktory. Jednim z nich je pfitomnost hofe¢natych
iontl, které jsou nezbytné pro aktivitu DNA polymerazy. Pro kazdou kombinaci primert je
nutné koncentraci hofecnatych ionti optimalizovat. Pokud by byla jejich koncentrace ptili§
vysoka, specifita PCR by byla nizka. Pokud jsou vSak primery bohaté na C a G baze, potom
se doporucuje pouziti vyssi koncentrace hotecnatych ionti.

Dal§im faktorem, ktery PCR ovliviiuje, je pfitomnost pufru. Podobné jako u
hofe¢natych iontd, i slozeni pufru je ptizpisobeno DNA-polymeraze, pro kterou vytvari
optimalni prostiedi.

Reak¢éni smés pro konvenéni PCR obsahuje primery, DNA-polymerazu, pufr,

hofec¢naté ionty, vodu pro PCR (k doplnéni smési na pozadovany objem), 2"-deoxynukleosid-
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5’-trifosfaty (stavebni kameny pro syntézu novych fetézcli) a samoziejme¢ matrici DNA
(Spanova a kol, 2010).
Schéma PCR je uvedeno na obrazku 2.5 (Law a kol., 2015).

Obr. 2.5: Schéma PCR (Law a kol., 2015)
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2.7.2. Primery
Oligonukleotidové primery museji byt komplementarni k templatové DNA, kterd ma
byt amplifikovana. Primery maji bézné mezi 18 az 30 nukleotidy a obsahuji 40 — 60 % GC
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bazi. Nemély by byt mezi sebou komplementarni, aby nedochéazelo k nasedani jednoho
primeru na druhy a vzniku dimert primert (Spanova a kol., 2010)

Vyse jiz byla zminéna dulezitost primert pro PCR. Pfed provedenim PCR musi byt
vhodné primery navrZzeny. Pii navrhovani primert se bere v potaz soucasn¢ neckolik
podminek, které jsou rovnéZz zminény vyse (viz 2.6.1.) (Chuang a kol, 2013).

Bere-li se vvahu i optimalizace teploty pro nasednuti primerQ, je navrh primert
pomémne slozitd zalezitost. V praxi se proto pfi takovémto navrhovani vyuziva predikce
teploty tani komplexu DNA a primert a piipadnych nezadoucich sekundarnich struktur
dimert oligonukleotidd, jejichz sekvence musi byt znama (Cvrckova, 2006).

V ptipadé manudlniho névrhu primerit muze snadno dojit k chybnym vysledkim,
preferuje se proto navrh automatizovany, pomoci pocitate. Takovych metod, slouzicich
k automatizovanému navrhovani primert bylo vyvinuto nékolik a fada z nich byla aplikovana
jak v biologii, tak v medicin¢ (napf. klinické diagnostické aplikace, identifikace patogent
nebo mikrobiologické testy), tak i v biotechnologii nebo chemii zivotniho prostfedi. Piesto
vSak mnozstvi riznych PCR metod potiebuje korespondujici metody k pocitacovému
navrhovani primerd a celd tato problematika je stale ve svych pocatcich. Zabyva se ji novy
védni obor Bioinformatika (Chuang a kol, 2013).

2.7.3. Dalsi druhy PCR

Kromé konvenc¢nich PCR provadénych v této diplomové praci, existuji 1 jeji dalsi
rizné variace. Pfikladem je multiplexovd PCR. Ta umoziuje soucasnou amplifikaci vice
gentl, diky cemuz je rychlejsi nez jednotlivé konvenéni PCR. Oznacuje se jako mPCR a od
konvenc¢ni PCR se li§i pfedevSim tim, Ze pouzivame vice sad specifickych primert, zatimco u
konvencni PCR se pouZiva jen jeden par primert. Dulezité je, aby primery k mPCR mély
stejnou teplotu tani a tudiz stejnou teplotu pro nasednuti na DNA matrici. Pro uspésné
provedeni mPCR je také dulezitd optimalni koncentrace primerii. Je to dano jejich vétSim
mnozstvim a tudiz vyssim rizikem tvorby dimert (primer nasedne na jiny primer).

Dal$im druhem je PCR v realném &ase. Casto se ji fika také kvantitativni PCR, proto
z anglictiny zkratka qPCR. Od konvenéni PCR se lisi tim, ze k detekci produkti PCR neni
potieba agarozova gelova elektroforéza. PCR je monitorovana po celou dobu svého trvani
prostiednictvim fluorescen¢niho signalu umoznéného specialnimi fluorescen¢nimi sondami,
nebo fluorescenénim interkalaénim barvivem. Intenzita fluorescence je pifimo umérna
mnozstvi amplikonti.

Prikladem interkalacniho barviva je SYBR green. Toto barvivo se vaze k ds-DNA a po

v

navdzani dochazi k vyzareni fluorescencniho signdlu. O néco sofistikovanéjsi jsou tzv.
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TagMan sondy. Jedna se o oligonukleotidy, které obsahuji fluorescen¢ni barvivo navazané na
5’- konec a zhase¢ fluorescence navazany na 3" konec. Pro amplifikaci se pouziva Tag DNA
polymerasa s 5 — 3 exonukleazovou aktivitou, Ktera $tépi sondu a oddéli barvivo a zhase¢
tak, aby se generoval fluorescenéni signal (Law a kol., 2015).

2.8. Bioinformatika

2.8.1. Definice

Tento novy obor lze definovat jako védu na pomezi biologie a informatiky, ktera se
zabyva hlavné zpracovanim, prohledavanim a analyzou dat o sekvenci (pofadi monomert) a
struktufe biologickych makromolekul (www.Bioinformatics.org, 2015)

Je mozné setkat se ale i s §irSim chdpanim terminu bioinformatika, které ji popisuje
jako vyuziti pocita¢u k hledani odpovédi na biologické otazky. Tato definice ale nereflektuje
skute¢nost, ze bioinformatika se zabyva predevsim biologickymi makromolekulami.

Stejné tak existuje i velmi tzka definice, ktera tika, Ze bioinformatika je pouze vyvoj
softwaru pro automatizované nebo algoritmizované zpracovani a analyzu sekvencnich dat
nebo tvorba a sprava databdze téchto dat (Cvrckova, 2006).

2.8.2. Zakladni bioinformatické problémy

Mezi zékladni problémy, kterymi se bioinformatika zabyva a kterym se nevyhne
zadny bioinformatik, patii sestrojovani fyzikalnich map tseki DNA. Muze se jednat o gen,
klon nebo plazmid. Zékladnim tkolem je nalézt restrikéni mista, kodujici oblasti, odvodit
sekvenci kodujiciho fetézce DNA od nekddujiciho a navrhnout primery pro PCR (viz 2.7.2.).
Dale je nutno ziskat co nejvice informaci (literarnich, sekvencnich, strukturnich) o
konkrétnim genu nebo proteinu. Dulezité je také nalezeni homologli znamych gend nebo
proteinti v biologickém materialu, porovnani sekvenci vzajemné piibuznych genii a urceni
rozdild nebo v neposledni fadé posouzeni miry pfibuznosti genti (Cvrckova, 2006).

2.8.3. Bioinformatické databaze

Existuji desitky vefejné dostupnych databazi, znichZ nékteré jsou 1 znacné
specializované (napt. databaze sekvenci odvozenych od vird). V ptipad¢ sekvenci DNA jsou
tu vSak tfi hlavni databaze, které jsou vzdjemné provazany. Jednd se o GenBank, EMBL a
DDBJ. Pocet databazi vzhledem k rozvoji bioinformatiky rychle narlsta a proto Casopis
Nucleic Acids Research kazdorocné zvetejiiuje aktualni prehled bioinformatickych databézi
ve specidlnim Cisle.

Orientace v databazich je umoznéna existenci jednotnych identifikacnich Cisel, ktera

jsou sdilena v§emi tfemi hlavnimi databazemi. Po zatfazeni do databdze ziskava kazdy zaznam

vvvvvv
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2.9. Magnetické ¢astice k izolaci DNA

Magnetické mikro- nebo nanocastice maji v biotechnologii Siroké uplatnéni. Kromée
izolace DNA nebo jinych makromolekul se pouzivaji také k transportu 1éciv, zobrazovani
pomoci magnetické rezonance nebo napi. znaceni bun€k (Gupta a kol., 2005). Jako material
pii vyrobé takovychto Castic se pouzivaji oxidy zeleza a to piedev§im magnetit (Fe3O,) a
maghemit (y- Fe;O3) (Bulte a kol.,, 2004). Diky svym paramagnetickym nebo
superparamagnetickym vlastnostem reaguji takovéto ¢astice na vnéjsi magnetické pole. Diky
tomu Ize magnetické Castice s navazanou latkou (napf. DNA) nahromadit na jedno misto,
poptipadé rozptylit v roztoku (Hsing a kol., 2007).

Povrch magnetickych Castic je pokryt n¢kolika vrstvami organického polymeru nebo
anorganického kovu. Muze byt pokryt také riznymi oxidy (napt. SiO3). Povrch se tak stava
modifikovatelnym a Ize na néj navéazat rizné bioaktivni molekuly, poptipadé¢ se da pouzit
prave pro izolaci nebo separaci latek (Berry a kol., 2003)

K izolaci DNA se pouzivaji ¢astice, které maji funkéni povrch tvofeny silanolovymi
skupinami. Samotnd magnetickéd separace je pak zaloZena na elektrostatické interakci DNA
s povrchem ¢astic (Kang a kol., 2009).

Snimek magnetickych mikrocastic pofizeny pomoci elektronového mikroskopu

zachycuje obrazek 2.6.

Obr. 2.6: Magnetické mikrocastice (Suslick, 2014)
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3. CIL PRACE

Cilem prace byla izolace DNA z kapsli tii raznych probiotickych vyrobka (doplikt
stravy) a druhova identifikace bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium pomoci
polymerazovych fetézovych reakci. Pro izolaci DNA byly pouzity troje rizné druhy

magnetickych mikrocastic.

26



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a pristroje

4.1.1. Chemikalie

Agarosa pro gelovou elektroforézu (Top-Bio, CR)

DNA standard 100 bp (Malamité, CR)
DNA standard 20 bp (MO BIO Laboratories, USA)
Dodecylsulfat sodny SDS (Sigma, USA)

Ethanol (Lachema, CR)
Ethidium bromid (Sigma, USA)

Fenol (Selva, N)

Goldview™ (SBS Genetech, Co., Ltd, CLR)
Chlorid sodny (Lachema, CR)
Chloroform (Penta, CR)
Isoamylalkohol (Lachema, CR)

Lysozym (Reanal, Mad’arsko)
Nanégeci pufr 10x Blue Load (Top-Bio, CR)
Octan sodny (Lachema, CR)

Polyethylen PEG 6000 (Lachema, CR)
PCR vkladaci pufr 6x Yellow Load (Top-Bio, CR)

Proteinasa K (Sigma, USA)
RNasa A (Sigma, USA)
Tris-baze (Penta, CR)

Ultra Clean pufr 6x Gel Dye (MO BIO Laboratories, USA)
4.1.2. Magnetické ¢astice Fkol1350x, FkolB300ox a Dynabeads

Pouzité magnetické ¢astice jsou uvedeny v tabulce 4.1.

Tab. 4.1: Pouzivané magnetické Castice

oznaceni pramér
o, . polymer .. . hustota obsah Fe
Castic Castic
Fkol1350x poly 1,16 um 1,27 g/cm3 11%
(glycidylmetakrylat)
FkolB30ox poly 0,74 um 0,79 g/cm3 5,95%
(glycidylmetakrylat)
Dynabeads
DNA polystyren 4,5 um 1,5 g/cm3 20%
Direct
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Mikrogastice Fkoll350x a FkolB30ox byly ziskany zUMCH AV CR, mikroéastice
Dynabeads jsou komer¢né dostupné (Invitrogen, Norsko).
4.1.3. PCR komponenty
= Voda pro PCR (Top-Bio, CR)
= 10x reakéni pufr kompletni pro Tag DNA polymerazu 1.1 (Top-Bio, CR)
= dNTP smés 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Top-Bio, CR)
= Tag DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, CR)
4.1.4. Primery pro PCR
4.1.4.1. Primery specifické pro doménu Bacteria
= primer F eub (10 pmol/ul) (Haarman a kol., 2006)
= primer R eub (10 pmol/ul) (Haarman a kol., 2006)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
F_eub 5°- TCCTACGGGAGGCAGCAGT - 3’
R_eub 5'- GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT - 3°

466

4.1.4.2. Primery specifické pro rod Lactobacillus
= primer LbLMA-1 (10 pmol/ul) (Dubernet a kol., 2002)
= primer R 16-1 (10 pmol/ul) (Dubernet a kol., 2002)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]

LbLMA 1-rev 5°- CTCAAAACTAAACAAAGTTTC - 3’
R16-1 5°- CTTGTACACACCGCCCGTCA - 3’

250

= primer F allact_IS (10 pmol/ul) (Haarman a kol., 2006)
= primer R allact_IS (10 pmol/ul) (Haarman a kol., 2006)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]

F-allact_IS 5'-TGGATGCCTTGGCACTAGGA - 3’
R-allact_IS 5'-AAATCTCCGGATCAAAGCTTACTTAT - 3’

92

4.1.4.3. Primery specifické pro rod Bifidobacterium
= primer Pbi F1 (10 pmol/ul) (Roy a Sirois, 2000)
= primer Pbi R2 (10 pmol/ul) (Roy a Sirois, 2000)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]

Pbi F1 5- CCGGAATAGCTCC - 3°
Pbi R2 5’- GACCATGCACCACCTGTGAA - 3’

914
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4.1.4.4. Primery specifické pro druh Lactobacillus acidophilus
= primer Aci 16SI (10 pmol/ul) (Tilsala-Timisjarvi a kol., 1997)
= primer 16SII (10 pmol/ul) (Tilsala-Timisjarvi a kol., 1997)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
Aci 16SI 5’- TCCAAGGAAGCGAAGGAT - 3’ 5
16Sli 5- CTCTTCTCGGTCGCTCTA -3’

4.1.4.5. Primery specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus

= primer FWRham (10 pmol/ul) (Grillova, 2012)
= primer UniverRV (10 pmol/ul) (Grillova, 2012)

Primer Sekvence primeru

Velikost produktu [bp]

FWRham 5- TTGCATCTTGATTTAATTTTGAAC -3’
UniverRV 5- TTCGCCACTGGTGTTCTTCC - 3

683

4.1.4.6. Primery specifické pro druh Lactobacillus casei
= primer FCaselS (10 pmol/ul) (Haarman a kol, 2006)
= primer RCaselS (10 pmol/pul) (Haarman a kol, 2006)

Primer Sekvence primeru

Velikost produktu [bp]

FcaselS 5- CTATAAGTAAGCTTTGATCCGGAGATTT -3’
RCaselS 5- CTTCTTGCGGGTACTGAGATGT - 3’

132

4.1.4.7. Primery specifické pro druh Bifidobacterium animalis

= primer Ban F2 (10 pmol/ul) (Roy a Sirois, 2000)
= primer Pbi R1 (10 pmol/ul) (Roy a Sirois, 2000)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
Ban F2 5- AACCTGCCCTGTG - 3° s
Pbi R1 5’- GCACCACCTGTGAACCG -3’

4.1.4.8. Primery specifické pro druh Bifidobacterium bifidum

= primer BiBIF-1 (10 pmol/ul) (Matsuki a kol., 1999)
= primer BiBIF-2 (10 pmol/ul) (Matsuki a kol., 1999)
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Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]

BiBIF-1 5’-CCACATGATCGCATGTGATTG - 3’

BiBIF-2 5’-CCGAAGGCTTGCTCCCAAA - 3’ 278
4.1.4.9. Primery specifické pro druh Bifidobacterium breve
= primer BiBRE-1 (10 pmol/ul) (Matsuki a kol., 1999)
= primer BiBRE-2 (10 pmol/ul) (Matsuki a kol., 1999)
Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
BiBRE-1 5’-CCGGATGCTCCATCACAC - 3’ 588

BiBRE-2 5"-ACAAAGTGCCTTGCTCCCT - 3°

4.1.4.10. Primery specifické pro gen odc (ornitidekarboxylaza) u druhu Lactobacillus
rhamnosus

= primer LrODFW (10 pmol/ul) (Grillova, 2012)

= primer LrODRYV (10 pmol/ul) (Grillova, 2012)

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]

LrODFW 5"-CCATGCTGATGAAACCTACT -3’
LrODRV 5'-CCGTTGGAATGTTGTTGGTC - 3’

1274

4.1.5. Roztoky
4.1.5.1. Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bunék

= 1M Tris- HCI (pH =7,8)
12,1 Tris-baze se rozpusti v 70 ml destilované vody. Pomoci koncentrované kyseliny
chlorovodikové se pH upravi na hodnotu 7,8. Roztok je nasledné doplnén destilovanou vodou
do objemu 100 ml a sterilizovan v autoklavu (121 °C/20 min).

= 0,5mMEDTA
186,1 g EDTA se rozpusti v 800 ml destilované vody, pH se upravi pfidanim asi 20 g
hydroxidu sodného. Nejprve se ptfida 15 g NaOH, poté se hydroxid pfidava po jednotlivych
perlickach za stalé kontroly pH roztoku. EDTA se rozpusti pii hodnoté pH 8,0. Rozpousténi
probihd za stalého michdni na magnetické michacce. Roztok se doplni destilovanou vodou na
1 1, rozdéli se do alikvoti a sterilizuje se 20 minut pii 121 °C.

= lyzacni roztok A
Roztok se piipravuje sterilné ze zasobnich roztoka 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5M EDTA (pH
8,0). Smicha se 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody.

= lyzacni roztok B
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Roztok se pfipravi rozpusSténim 60 mg lysozymu ve 20 ml roztoku A. Roztok se pied
pouzitim ptipravuje vzdy Cerstvy.

= 20% SDS
20 g SDS se rozpusti v 80 ml sterilni destilované vody pii teploté 68 °C. Roztok se doplni do
100 ml destilovanou vodou.

= proteinasa K (1 mg/ml)
Na analytickych vahach se navazi 10 mg proteinasy K, roztok se doplni destilovanou vodou
do 10 ml a rozdéli do alikvotl. Roztok se uchovava pfi teploté -20 °C.

= RNasa A (1 mg/ml)
Na analytickych vahach se navazi 10 mg RNasy A, navazka se rozpusti v 10 ml pufru (10
mM Tris-HCI (pH 7,8) a 15 mM NacCl) a roztok se rozdé€li do alikvotnich podili. Uchovava se
pii teploté -20 °C.
4.1.5.2. Roztoky k izolaci DNA

= fenol
Destilovany fenol nasyceny TE pufrem o pH 7,8.

= Clz
Smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1.

= 3M octan sodny
408,1 g trihydratu octanu sodného se rozpusti v 800 ml destilované vody. Roztok se doplni
destilovanou vodou do objemu 1000 ml a rozdé&li do alikvotl. Sterilizuje se v autoklavu pfi
121 °C po 20 minut.

= TE pufr
Roztok se ptipravi sterilné ze zasobnich roztokt 1M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5M EDTA (pH
8,0). Smicha se 1 ml pufru Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované
vody.
4.1.5.3. Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

= 5x TBE pufr
54 g Tris-baze se smicha s 27,5 g kyseliny borité a 20 ml 0,5M EDTA (pH 8,0) a doplni se
destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml.

= 0,5x TBE pufr
100 ml 5 x TBE pufru se smicha s 900 ml destilované vody.

* roztok ethidiumbromidu
100 pl ethidium bromidu (500 pg/ml) se nepipetuje do 500 ml destilované vody v barvici

lazni. Uchovava se v temnu.
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4.1.6. Pomiicky a pristroje
= Analytické vahy Pioneer TM PA 114 (Ohaus, USA)
= Centrifuga Spectafuge Mini (Labnet international, Jizni Korea)
= Centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Némecko)
= Exsikator (KIF LAB, Némecko)
= Fotoaparat Lumix DMC-F2 (Panasonic, CLR)
= Laboratorni vahy CS200 (Ohaus, USA)
= inkubator Mini incubator (Labnet international, Jizni Korea)
= Magneticky separator DynaMag 2 (Invitrogen Dynal AS, Norsko)
=  Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (PZ HTL, Polsko)
= Mikrovlnna trouba SMW 2320 (Sencor, CR)

= NanoPhotometer (Implen, Némecko)

* Transiluminitor TVR 312 A (Spectroline, USA)
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Termocycler PTC 200 (Bio-Rad Lab., USA)

Termocycler TC-24H (Bioer Technology, CLR)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, B1 (Owl Scientific, USA) a zdroj elektrického

napéti pro elektroforézu Endurion (Labnet, Jizni Korea)

Vortex (BioSan, LotySsko)

Bézné laboratorni sklo a umélohmotné laboratorni pomucky
4.1.7. Probiotické vyrobky (dopliiky stravy)

= Linex Forte (Lek Pharmaceuticals d.d., Slovinsko)

Slozeni: 1 tobolka obsahuje 10° kolonii bakterii (CFU) Lactobacillus acidophilus (LA-5) jako
lyofilizat a 10° kolonii bakterii Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12). Dale obsahuje
dextrosu, mikrokrystalickou celulosu, bramborovy Skrob, stearan hotfecnaty, inulin a

oligosacharidy.
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= Multilac synbiotikum (Genexo Sp. z 0.0., Polsko)

Slozeni: 1 tobolka obsahuje lyofilizované probiotické bakterie 9 rlznych kmeni
v nasledujicich mnozstvich: Lactobacillus helveticus (9 - 10® CFU), Lactococcus lactis (9 -
10® CFU), Bifidobacterium longum (6,75 - 10® CFU), Bifidobacterium breve (4,50 - 10® CFU),
Lactobacillus rhamnosus (4,50 - 10%), Streptococcus thermophilus (4,50 - 10%),
Bifidobacterium bifidum (2,25 - 10%), Lactobacillus casei (2,25 - 10°%) a Lactobacillus
plantarum (2,25 - 10%). Tobolka dale obsahuje oligofruktézu jako prebiotickou slozku a dale
kukuti¢ny skrob, predbobtnaly kukufi¢ny skrob, stearan hofecnaty a kyselinu askorbovou.
= Rebiomax (Dr. Max Pharma Ltd., Spojené Kralovstvi)

Slozeni: 1 tobolka obsahuje komplex 6 nasledujicich kmend: Lactobacillus helveticus Rosell-
52, Lactococcus ssp. lactis Rosell-1058, Bifidobacterium longum Rosell-175, Lactobacillus
rhamnosus Rosell-11, Bifidobacterium breve Rosell-70 a Bifidobacterium bifidum Rosell-71
v celkovém mnozstvi 14 miliard CFU. Tobolka déale obsahuje bramborovy Skrob,

hydroxypropylmethylcelul6zu, stearan hote¢naty a kyselinu askorbovou.
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4.1.7. DNA Kkontrolnich bakteridlnich kmenii
DNA kontrolnich kment byla izolovana z Cistych kultur fenolovou extrakci a nasledné
vyfedéna na 10 ng/ul. DNA byla ziskana od vedouci diplomové prace. Jednalo se 0 DNA
téchto bakterialnich kmeni.

= Lactobacillus gasseri K7

= Lactobacillus acidophillus CCM 48337

= Lactobacillus casei CCM 4798

= Lactobacillus rhamnosus CCM 18237

= Lactobacillus plantarum CCM 7039

= Bifidobacterium animalis CCM 4988

= Bifidobacterium bifidum CCM 3762

= Bifidobacterium breve CCM 3763
4.2. Metody
4.2.1. Priprava hrubych lyzati bunék z vyrobki
1 tobolka se opatrné roziizne skalpelem a jeji obsah se opatrné pievede do sterilni zkumavky.
Ptida se 1,5 ml lyzacniho roztoku B a dikladné¢ se promicha. Vzorky se inkubuji pii
laboratorni teploté 1 hodinu, obCas se promichaji. K suspenzi se nasledné ptida 12,5 ul 20%
SDS a 5 ul proteinasy K (100 pg/ml) a promicha se. Vzorky se inkubuji pii 55 °C za
obcasného promichani asi 3 hodiny, ptipadné ptes noc. Takto pfipravend smés je oznacovana
jako hruby lyzat bunék. Z lyzatu bunék se izoluje DNA.
4.2.2. 1zolace DNA metodou fenolové extrakce
K500 pl lyzatu bunck se pfida stejny objem fenolu. Smés se kyvavym pohybem opatrné
promichdva 4 minuty. Nasledné se smé&s centrifuguje pii 15000 ot/min po dobu 5 minut.
Pomoci $picky s ustfizenym hrotem se pak odebere vodni faze s DNA do Cisté eppendorfky
tak, aby nedoslo k odebrani proteinové mezivrstvy. Vodni faze s DNA se doplni TE pufrem
do 500 pl a poteé se ptida 700 pl smési chloroform — isoamylalkohol (24:1). Smé&s se opatrné
kyvavym pohybem promichavad 4 minuty a nasledné se centrifuguje 15000 ot/min po dobu 5
minut. Horni vodni fdze s DNA se odebere do Cisté eppendorfky a nasledné se ptistoupi
k presrazeni DNA etanolem.
4.2.3. Srazeni DNA etanolem
Objem vzorku v mikrozkumavce se zméti pomoci automatické pipety a upravi se TE pufrem
na 400 pl. Ke vzorku DNA se ptida 1/20 objemu 3 M octanu sodného (20 pl) a promicha se.
Pak se pfida 1 ml (2,5 ndsobek) etanolu (96%), ktery je vychlazen na —20 °C a opct se
promichd. Pak se DNA necha srazet po dobu 15 — 60 minut pfi teploté — 20 °C. Centrifuguje
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se pii 15000 ot/min po dobu 15 minut a pak se opatrné odlije supernatant. Sediment se
oplachne 70% etanolem a smés se opét centrifuguje pii 15000 ot/min po dobu 10 minut.
Sediment se vysusi v exsikatoru 10 minut a DNA se pak rozpusti v 500 pl TE pufru.
Uchovava se pii 4 °C.

4.2.4. 1zolace DNA pomoci magnetickych ¢astic

Izolace pomoci magnetickych ¢astic je provedena z hrubého lyzatu bunék v prostredi 16%
polyetylenglykolu (PEG) a 2M NaCl. Do sterilnich eppendorfek je pfipravena separacni smés,
pricemz je nutné dodrzet potadi jednotlivych komponent.

Tab. 4.2: SloZeni separac¢ni smési pii izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi

komponenta objem (pl)
sterilni voda 0

5M NacCl 400
hruby lyzat bunék 100
40% PEG 400
Castice (2 mg/ml) 100
celkem 1000

Pfipravend smés je inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté. Poté jsou ¢éstice s navazanou
DNA odseparovany pomoci magnetického separatoru pii laboratorni teplot¢ po dobu 10
minut. Zkumavky jsou ponechdny v magnetickém pasu a supernatant je opatrné odpipetovan.
Nasledné je ze separdtoru odstranén magneticky pas. Zkumavka obsahujici nosi¢ s navazanou
DNA je promyta 70% etanolem v objemu 1 ml. Castise se odseparuji magnetem 2 minuty pii
laboratorni teploté a roztok etanolu je opatrné slit. Promyti 70% etanolem je opakovano jeste
jednou objemem 500 pl. Zkumavky jsou pak ponechany v horizontalni poloze a kratce
ususeny pii laboratorni teploté. DNA je eluovana do 500 ul TE pufru pfi laboratorni teploté
po dobu 15 minut. Castice se odseparuji 2 minuty pfi laboratorni teploté a eluovana DNA se
nepipetuje do Cisté eppendorfky.

4.2.5. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Roztok DNA VTE pufru se nanasi vpodobé malé kapky na specialni kyvetu
nanospektrofotometru (délka optické drahy 1 cm). Mé&fi se absorbance v rozmezi vinovych
délek 220 — 320 nm proti TE pufru. Z hodnoty Aze nm se vypodte koncentrace DNA. Cistota
DNA se stanovi z pomeéru Ao nm/A280 nm-

4.2.6. Priprava smési pro PCR

Smés PCR se ptipravi smichanim jednotlivych komponent podle tabulky 4.3.
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Tab. 4.3: Slozeni PCR smési

komponenta objem (pl)
PCR voda 19
reakéni pufr kompletni (10x 2,5
koncentrovany)
smés dNTP (10 mM) 0,5
primer 1 (10 pmol/ul) 0,5
primer 2 (10 pmol/pl) 0,5
Tag DNA- polymerasa (1U/pl) 1
matrice DNA 1
celkem 25
4.2.7. Provedeni PCR

Teplotni programy pro jednotlivé PCR reakce jsou uvedeny v tabulce 4.4.
Tab. 4.4: Teplotni programy pro PCR

krok teplota [°C] cas [s]
PCR pro doménu Bacteria
denaturace DNA 94 30
hybridizace primert 55 30
syntéza retézce DNA 72 60
PCR pro rod Lactobacillus
denaturace DNA 94 60
hybridizace primert 55 60
syntéza retézce DNA 72 120
PCR pro druh Lactobacillus acidophilus
denaturace DNA 95 30
hybridizace primert 62 30
syntéza retézce DNA 72 60
PCR pro rod Bifidobacterium
denaturace DNA 92 30
hybridizace primert 58 30
syntéza retézce DNA 72 60
PCR pro druh Bifidobacterium animalis
denaturace DNA 92 30
hybridizace primert 58 30
syntéza retézce DNA 72 60
PCR pro druh Lactobacillus rhamnosus
denaturace DNA 94 60
hybridizace primert 58 60
syntéza retézce DNA 72 120
PCR pro druh Lactobacillus plantarum
denaturace DNA 94 60

hybridizace primert 62 60



syntéza retézce DNA 72 120

PCR pro gen odc
denaturace DNA 94 60
hybridizace primert 58 60
syntéza retézce DNA 72 120
PCR pro druh Bifidobacterium breve
denaturace DNA 94 20
hybridizace primert 55 20
syntéza retézce DNA 72 30
PCR pro druh Bifidobacterium bifidum
denaturace DNA 94 20
hybridizace primert 55 20
syntéza retézce DNA 72 30

Pted prvnim cyklem se smés pro PCR vzdy zahiivd po dobu 5 minut na teplotu 94 °C.
V poslednim cyklu se doba syntézy fet€ézce DNA prodlouZi na 7 minut. Cykla je vzdy 30.
4.2.8. Agarosova gelova elektroforéza bakterialni DNA a produkti PCR

Ptipravi se agarosovy gel (0,8% pro bakterialni DNA, 1,8 % pro produkty PCR, 2,5 % pro
produkty PCR pii pouziti primert F all a R all) rozpusténim agarézy v 0,5x TBE pufru.
Suspenze se peclivé rozvaii v mikrovlnné troubé a po vychladnuti na teplotu asi 60 °C se
nalije do elektroforetické vani¢ky s hfebinkem. Necha se 0,5 h — 1 h tuhnout. Po zatuhnuti se
hiebinek opatrné vyjme. Na podloZzce (prouzek polyetylenu) nebo v mikrozkumavce se
smicha 10 pl DNA s 3 pl nanaSeciho pufru (6x koncentrovany), ptipadné v eppendorfce 25 pl
produktti PCR s 5 pl nanaSeciho pufru. Smés se nanasi do komitirek gelu. V piipadé nanédseni
velikostniho standardu se nanasi 5 pl. Gel se vloZi do elektroforetické vany tak, aby zdporné
nabitd DNA migrovala smérem k anodé€. Vanicka s gelem se opatrné pievrstvi 0,5x TBE
pufrem do vysky 2 — 3 mm nad gel a zapne se zdroj elektroforézy (80 V). Elektroforéza
zUstava spusténd, dokud bromfenolova modi obsazend v nanasSecim pufru nedoputuje do 2/3
delky agarosového gelu.

4.2.9. Vyhodnoceni gelu

Po skonceni elektroforézy se gel barvi v ethidium bromidu (0,5 pg/ml) minimaln€ 0,5 hodiny.
Po obarveni se gel oplachne destilovanou vodou a vyhodnocuje se na transilumindtoru pfi

vilnové délce 305 nm. Gel se fotograficky dokumentuje.
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5. VYSLEDKY

5.1. 1zolace DNA metodou fenolové extrakce z vyrobku Linex Forte

DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce z hrubych lyzati bunck, pfipravenych
Z probiotického vyrobku Linex Forte. DNA byla izolovana ve tfech opakovanich (ze 3
tobolek).

5.1.1. Nanospektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Hodnoty spektrofotometrického méfeni shrnuje tabulka 5.1. Koncentrace DNA byla zjisténa u
tobolky 1 na 485 ng/ul, u tobolky 2 na 337 ng/ul a u tobolky 3 na 272 ng/ul. Hodnota Azso/so

neni v rozmezi 1,8 — 2,0 a ukazuje na znecisténi proteiny.

Tab. 5.1: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolované z 3 tobolek

tobolka tobolka tobolka

1 2 3

koncentrace 485 337 272
[ng/pl]

Az3o 0,696 0,406 0,266
Azso 1,103 0,743 0,581
Azgo 0,869 0,472 0,365
Az 0,134 0,07 0,036
Az60/280 1,624 1,674 1,657

5.1.2. Agarézova gelova elektroforéza DNA

Obrazek 5.1 zachycuje agar6zovou gelovou elektroforézu bakterialni DNA izolovanou ze tii
tobolek vyrobku Linex Forte.

Pro prikaz pfitomnosti DNA (pozdéji 1 PCR produktil) necht’ plati nadale v celé praci systém:
+++ ... DNA prokdzana velmi zfetelné¢, ++ ... DNA prokazana zfetelné, + ... DNA

prokédzana, — ... DNA neprokazana
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Obr. 5.1: Agar6zova gelova elektroforéza DNA izolovana z vyrobku Linex Forte

1 = 3 4 5 Cislo oznaeni mnoistv  pfitomnost
béhu DNA i DNA DNA
[ng/pl]
1 Zebficek
2 tobolka 1 7275 +++
3 tobolka 2 5055 ++
4 tobolka 3 4080 —
5 bez DNA

DNA z tobolky 2 a tobolky 3 byly relativn¢ intaktni. Pro dalsi praci byla pouzivana DNA z
tobolky 1, ktera byla oznacena jako DNA LF-FE (Linex Forte-fenolova extrakce).

5.1.3. PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Byla pfipravena smés pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za tuclelem prokdzani ptitomnosti
bakterii domény Bacteria ve vzorku. Na elektroferogramu na obrazku 5.2 je vidét, ze
specificky PCR produkt o velikosti 466 bp ziskany po amplifikaci DNA o koncentraci 10
ng/ul byl detekovan v béhu 7. Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul —
100 fg/ul), jeji amplifikace a agardézova gelova elektroforéza specifickych produktd pro

ovéfeni citlivosti PCR.
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Obr. 5.2: Agardzova gelova elektroforéza produktti PCR specifickych pro doménu Bacteria (466 bp)

Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA LF-FE.
123 4 56 7 8 91011 12 13

¢islo L. L pfitomnost
. oznaceni DNA mnozstvi DNA R
béhu produktti PCR
1 bez DNA owl
2 negativni kontrola 15l -
3 bez DNA owl
4 pozitivni kontrola 15l +++
5 bez DNA owl
6 Zebricek 5ul
DNA LF-FE
7 15 pl +++
(10 ng/pl) H
DNA LF-FE
8 15 ul +++
(1 ng/pl) !
DNA LF-FE
9 15 pl ++
(100 pg/wl) H
DNA LF-FE
10 15 ul ++
(10 pg/ul) "
DNA LF-FE
11 15 pl ++
(1 pg/ul) 3
DNA LF-FE
12 15 ul
(100 fg/yl) oK ++
13 bez DNA owl

DNA LF-FE v mnozstvi 10 ng/ul az 100 fg/ul se amplifikovala v PCR. Produkty PCR byly
detekované pomoci gelové elektroforézy na agaréze (Obr. 5.2). Po amplifikaci riznych
mnozstvi DNA LF-FE byly detekovany produkty PCR specifické pro doménu Bacteria.

5.1.4. PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus

Byla provedena PCR a agarézova gelova elektroforéza produkti PCR za tcelem prokazani

pritomnosti bakterii rodu Lactobacillus ve DNA LF-FE podle postupu uvedeného v tabulce
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4.3 a 4.4. Na elektroferogramu na obrazku 5.3 je vidét, ze specificky PCR produkt o velikosti
250 bp po amplifikaci DNA LF-FE o koncentraci 10 ng/ul byl detekovan v béhu 7. Bylo také
provedeno ovéteni citlivosti PCR. DNA byla nafedéna desitkovym fedénim a specifické

produkty PCR byly detekovany pomoci agardzové gelové elektroforézy.

Obr. 5.3: Agardzova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro rod Lactobacillus
(250 bp) Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA LF-FE.
1 2 3 4 5 6 7 &8 9 1011 12 13

. . _ mnoistvi pfitomnost produktd
Cislo béhu oznaceni DNA
DNA PCR
1 bez DNA owl
2 negativni kontrola 15 ul -
3 bez DNA oul
4 pozitivni kontrola 15l ++
5 bez DNA opl
6 Zebricek 5 ul
DNA LF-FE
7 15 +++
(10 ng/pl) H
DNA LF-FE
8 15 ul +++
(1 ng/p) !
DNA LF-FE
9 15 ul +
(100 pg/u) 2
DNA LF-FE
10 15 ul —
(10 pg/pl) "
DNA LF-FE
11 15 ul =
(1 pg/nl) 2
DNA LF-FE
12 1 —
(100 fg/yl) S H
13 bez DNA oul

Specifické produkty PCR pro rod Lactobacillus o délce 250 bp byly pomoci agarézové gelové
elektroforézy detekovany az do koncentrace 100 pg/ul. Pro DNA o nizsich koncentracich

nebyly specifické produkty PCR detekovany.
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5.1.5. PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus acidophillus

Byla provedena PCR a agardzova gelova elektroforéza produktd PCR za ucelem
prokazani ptitomnosti bakterii rodu Lactobacillus acidophilus v DNA LF-FE podle postupu
uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Na elektroferogramu na obrazku 5.4 je vidét, Ze specificky
PCR produkt o velikosti 750 bp po amplifikaci DNA LF-FE o koncentraci 10 ng/ul byl
detekovan v béhu 7. Bylo také provedeno ovéteni citlivosti PCR. DNA byla nafedéna
desitkovym fedénim a specifické produkty PCR byly detekovany pomoci agardézové gelové
elektroforézy.

Obr. 5.4: Agardzova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus
acidophillus (750 bp). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA LF-FE.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 111213

.. . . . mnoistvi  pFitomnost produktt
Cislo béhu oznaceni DNA

DNA PCR
1 pozitivni kontrola 15 pl +++
2 bez DNA owul
3 negativni kontrola 15 pl -
4 bez DNA owul
5 Zebricek 5ul
6 bez DNA oul
DNA LF-FE
7 15 ul ++
(10 ng/pl) 3
DNA LF-FE
8 15 ul +
(1 ng/ul) "
DNA LF-FE
9 15 ul —
(100 pg/u) 3
DNA LF-FE
10 15 pl —
(10 pg/ul) 3
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DNA LF-FE

11 15 pl —
(1 pg/pl) H
DNA LF-FE
12 (100 fg/ul) 154 -
13 bez DNA oul

Specifické produkty PCR pro druh Lactobacillus acidophilus o délce 750 bp byly pomoci
agarozové gelové elektroforézy detekovany az do koncentrace 10 pg/ul. Pro DNA o nizSich
koncentracich nebyly specifické produkty PCR detekovany.
5.1.6. PCR s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium

Byla provedena PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem
prokazani ptitomnosti bakterii rodu Bifidobacterium v DNA LF-FE podle postupu uvedené¢ho
v tabulce 4.3 a 4.4. Na elektroferogramu na obrazku 5.5 je vidét, ze specificky PCR produkt o
velikosti 914 bp po amplifikaci DNA LF-FE o koncentraci 10 ng/pl byl detekovan v béhu 2.
Bylo také provedeno ovéfeni citlivosti PCR. DNA byla nafedéna desitkovym fedénim a

specifické produkty PCR byly detekovany pomoci agarézové gelové elektroforézy.

Obr. 5.5: Agar6zova gelova elektroforéza PCR produktt specifickych pro rod Bifidobacterium
(914). Amplifikovano bylo rtizné mnozstvi DNA LF-FE.
1 2 3 45 67 89 10 11121314

Cislo L. mnozstvi .
. oznaceni DNA pritomnost DNA
béhu DNA
1 bez DNA opul
DNA LF-FE
2 15 pl +++
(10 ng/ul) "
DNA LF-FE
3 15 pl +++
(1 ng/p) H
DNA LF-FE
4 15 pl ++
(100 pg/p) "
DNA LF-FE
5 15 pl —
(10 pg/p) H
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DNA LF-FE

° (1 pe/ul) ou -
DNA LF-FE

! (100 fg/ul) 15u B
8 bez DNA oul

9 Zebfricek 5ul

10 bez DNA ol

11 pozitivni kontrola 15 ul +++
12 bez DNA oul

13 negativni kontrola 15 ul -

Specifické produkty PCR pro rod Bifidobacterium o délce 914 bp byly pomoci agardézové
gelové elektroforézy detekovany az do koncentrace 100 pg/ul. Pro DNA o nizSich
koncentracich nebyly specifické produkty PCR detekovany.
5.1.7. PCR s primery specifickymi pro druh Bifidobacterium animalis

Byla provedena PCR a agar6zova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem
prokazani pfitomnosti bakterii druhu Bifidobacterium animalis v DNA LF-FE podle postupu
uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Na elektroferogramu na obrazku 5.6 je vidét, ze specificky
PCR produkt o velikosti 925 bp po amplifikaci DNA LF-FE o koncentraci 10 ng/ul byl
detekovan v béhu 7. Bylo také provedeno ovéteni citlivosti PCR. DNA byla nafedéna
desitkovym fedénim a specifické produkty PCR byly detekovany pomoci agarézové gelové

elektroforézy.

Obr. 5.6: Agarozova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh

Bifidobacterium animalis (925). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA LF-FE.
12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

mnoistvi  pFitomnost produktt
DNA PCR

1 pozitivni kontrola 15 ul

cCislo béhu oznaceni DNA
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2 bez DNA ol -
3 negativni kontrola 15 pl
4 bez DNA oul ++
5 Zebricek 5l
6 bez DNA oul
7 DNA LE-FE 15 pl +++
(10 ng/pl) K
DNA LF-FE |
8 (1 ng/ul) 15 ++
9 DNA LF-FE = -
(100 pg/pl) K
10 DNA LF-FE 15
++
(10 pg/yl) H
11 DNA LF-FE 15 ul .
(1 pg/pl) s
DNA LF-FE |
12 (100 fg/ul) 5y -

5.1.8. Shrnuti vysledkii amplifikace DNA izolované z vyrobku Linex Forte fenolovou
extrakei

Vysledky amplifikace riizného mnozstvi DNA LF-FE s riznymi primery shrnuje tabulka 5.2

Tab. 5.2: Shrnuti vysledkd amplifikace DNA izolované z vyrobku Linex Forte fenolovou extrakci

, druh druh
doména rod , rod o .
, , Lactobacillus g , Bifidobacterium
Bacteria Lactobacillus , , Bifidobacterium .
acidophilus animalis
nejmensi
detegované
mnozstvi DNA/PCR 1LYl 100 pg 1ng 100 pg 1pe
smés

Jednotlivé PCR se lisily svou citlivosti, nejcitlivéjsi byla PCR s primery specifickymi pro doménu
5.2. I1zolace DNA z vyrobki pomoci magnetickych nosi¢i

Byly pftipraveny hrubé lyzaty z vyrobki Linex Forte, Multilac a Rebiomax dle postupu
uvedeného v kapitole 4.2.1. Ztéchto hrubych lyzati byla izolovana DNA pomoci
magnetickych mikrocastic Fkol1350x, FkolB30ox a Dynabeads.

Pro jednotlivé vzorky necht’ plati oznaceni:

DNA_prvni pismeno druhu vyrobku-zkratka nazvu magnetickych ¢astic
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5.2.1. Nanospektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky. Hodnoty spektrofotometrického

méteni shrnuje tabulka 5.3.

Tab. 5.3: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolované z vyrobki pomoci magnetickych

mikroc¢astic Fkol1350x, FkolB30ox a Dynabeads

Fkol1350x FkolB30ox Dynabeads
Linex oznaceni DNA DNA LF-1350x  DNA LF-300x DNA LF-D
Forte  koncentrace 295 245 144
[ng/nl]
Azso 0,58 0,443 0,43
Azo 0,59 0,49 0,469
Azg 0,412 0,342 0,341
Aszo 0,111 0,098 0,09
Az60/280 1,432 1,433 1,375
Multilac  oznaceni DNA DNA M-1350x  DNA M-300x DNA M-D
koncentrace 270 239 164
[ng/pl]
Aszo 0,497 0,433 0,329
A0 0,541 0,478 0,288
Azgo 0,373 0,331 0,213
Asxp 0,097 0,089 0,077
Ase0/280 1,45 1,444 1,352
Rebiomax oznaceni DNA DNA R-1350x DNA R-300x DNA R-D
koncentrace 270 275 141
[ng/pl]
Az 0,987 0,512 0,079
Ass0 0,562 0,55 0,083
Ayzo 0,372 0,376 0,056
Aszo 0,095 0,114 0,008
Az60/280 1,454 1,463 1,356

Ze vSech vyrobkl bylo vSemi nosici izolovano dostate¢né mnozstvi DNA v mnozstvi
270 — 295 ng/ul nosicem Fkoll1350x, 239 — 275 ng/ul nosicem FkolB30ox a 141 — 164 ng/ul
nosi¢em Dynabeads.
5.2.2. Agarézova gelova elektroforéza DNA
Obrazek 5.7 zachycuje agar6zovou gelovou elektroforézu bakteridlni DNA izolované

testovanymi nosici.
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Obr. 5.7: Agardzova gelova elektroforéza DNA izolovana z vyrobkt magnetickymi nosi¢i

1 23 4 56 7 8 910 11 12 13

Cislo béhu  oznaceni DNA mnozstvl pfitomnost DNA
DNA [ng/pl]

1 bez DNA
2 DNA R-1350x 4050
3 DNA M-1350x 4050 +
4 DNA LF-1350x 4425 +
5 bez DNA
6 DNA R-300x 4125 +
7 DNA M-300x 3585 +
8 DNA LF-300x 3675 +
9 bez DNA
10 DNAR-D 2115 +
11 DNA M-D 2460
12 DNA LF-D 2160 +
13 bez DNA

Pomoci magnetickych nosict byla ze vSech vyrobkt izolovana relativné intaktni DNA. RNA
nebyla na gelu detegovana.

5.2.3. PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Byly ptipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agar6zova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazani ptitomnosti
bakterii domény Bacteria ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosi¢i. Na
elektroferogramech na obrazku 5.8 je vidét, Ze specifické PCR produkty o velikosti 466 bp
ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech ptipadech.
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Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agarozova gelova elektroforéza specifickych produktii pro ovéfeni citlivosti PCR.

Obr. 5.8: Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR specifickych pro doménu Bacteria (466 bp)

DNA LF-1350x

Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA.

DNA M-1350x

12 3 4 5 6 7 8 9 101111

2 3 4 5 6 7 8 9 101

pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktt Cislo béhu  oznaceni DNA  mnoistvi produktd

PCR PCR
1 sebiitek 5l 1 Eg:::;g 15 ul .
2 D'\('fOLE;‘:’uS)” 15l .t 2 bez DNA ol
s MU ww L s Em e
PR e L, o,
6 IO b T
i I A L
ol R T . SR
8 bez DNA ol 8 DNG ';"g'/lj?“ 15 pl ~
o mL o oM,
10 bez DNA ol 10 Zebricek 5l
a
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DNA R-1350x DNA LF-B30ox
12 3 4 5 6 7 8 9 12 3 4 5 67 8 9 10

pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produkt cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
v pvex pozitivni
1 Zebricek 5 ul 1 kontrola 15 ul +++
negativni v ey
2 Kontrola 15 pl _ 2 Zebficek 5ul
pozitivni negativni
3 kontrola 15 i 3 kontrola 15 -
DNA R-1350x DNA LF- B30ox
4 (10 ng/ul) 15 pl St 4 (10 ng/ul) 15 ul +++
DNAR- 135 DNA LF- B30ox
> (1 ng/ul) 15l = > (1 ng/ul) 15ul A
DNA R- 1350x DNA LF- B30ox
6 15l ++ 6 15 pl
(100 pg/) : (100 pg/p) a +
DNA R- 1350x DNA LF- B30ox
7 15 ul + 7 15 pl
(10 pg/ul) a (10 pg/ul) H i
DNA R- 1350x DNA LF- B30ox
8 15l _ 8 15 ul
(1 pg/ul) " (1 pg/ul) H +
DNA R- 1350x DNA LF- B30ox
? (100 fi/ul) 5u - ? (100 f/pl) 15l -
10 bez DNA ol
DNA M-B30ox DNA R-B30ox
2 3 4 5 6 7 809 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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pfitomnost pFitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA mnoizstvi produktt Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
pozitivni pozitivni
1 kontrola Ll i 1 kontrola D[ i
2 Zebficek S5ul 2 Zebficek Sul
negativni negativni
3 kontrola i - 3 kontrola [T -
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
4 5 +++ 4 15 ul +++
(10 ng/pl) W (10 ng/pl) H
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
5 15 pl 5 15 ul
(1 ng/pl) : e (1 ng/ul) o A
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
6 15 ul 6 15 pl
(100 pg/pl) W * (100 pg/pl) H *
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
7 15 ul 7 15 pl
(10 pg/u) a + (10 pg/) H +
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
8 15l 8 15 ul
(1 pg/ul) W + (1 pg/ul) H *
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
i (100 fg/ul) 1ol - ? (100 f/pl) 15l -
10 bez DNA owl 10 bez DNA owl
DNA LF-D DNA M-D
1 2 3 4 5 6 7 8 9

pFitomnost pFitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnozstvi produktt Cislo béhu mnozstvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA LF-D pozitivni
1 (100 fg/wl) B0 - 1 kontrola = *
DNA LF-D
2 15 pl _ 2 Zebficek 5ul
(1 pg/ul) H "
DNA LF- D negativni
15 pl 15 pl
3 (10 pg/wl) oK - 3 kontrola oK -
DNA LF-D DNA M-D
4 15pl 4 15l +++
(100 pg/pl) H + (10 ng/pl) H
DNA LF- D DNA M- D
5 15 ul 5 15
(1 ng/u) 2 ¥ (1 ng/u) 2 +
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DNALF-D DNA M-D

6 5 ++ 6 15
(10 ng/pl) W (100 pg/pl) H *
pozitivni DNA M- D
U kontrola Ll i 7 (10 pg/pl) B W
DNA M- D
8 Zebfricek S5ul 8 15l
H (1 pg/ul) H B
negativni DNA M- D
9 kontrola 154l - ? (100 fg/ul) 15l -
DNAR-D
1 2 3 4 5 6 7 8 9 cislo béhu oznaceni mnozstvi pfitomnost
DNA produktd
PCR
1 DNA R-D 15 pl B
(100 fg/u)
2 DNAR-D 15 ul _
(1 pg/w)
3 DNAR-D 15 pl "
(10 pg/ul)
4 DNAR-D 15 ul +
(100 pg/p)
5 DNAR-D 15 pl
++
(1 ng/ul)
6 DNAR-D 15l +++
(10 ng/ul)
7 pozitivni 15 pl +++
kontrola
8 Zebficek 5ul
9 negativni 15 pl _
kontrola

V PCR specifické pro doménu Bacteria byly detegovany specifické produkty PCR az pro
koncentrace 1 pg/ul, v ptipadé nosict Fkoll1350x pro koncentrace o ¥ad vyssi, tedy 10 pg/ul.
5.2.4. PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus

Byly ptipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazéani ptitomnosti
bakterii rodu Lactobacillus ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosi¢i. Na
elektroferogramech na obrazku 5.9 je vidét, ze specifické PCR produkty o velikosti 250 bp
ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech piipadech.
Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a
agarozova gelova elektroforéza specifickych produktii pro ovéteni citlivosti PCR. V pfipadé
nosiclt FkolB30ox byly z diivodii problémt (nizka citlivost) pfi pouZziti primerd LbLMA 1-rev
a R16-1 pouzity primery F-all a R-all, u nichz délka specifického PCR produktu byla 92 bp.
Na pfislusném elektroferogramu na obrazku 5.9 je vidét, Ze specifické PCR produkty o

velikosti 92 bp byly po amplifikaci DNA detegovany aZ po koncentraci 100 fg/ul, z dvodl
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problémi s velikostnim standardem vSak bylo pfistoupeno zpét K primerim poskytujicim

produkt PCR o velikosti 250 bp.

Obr. 5.9: Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR specifickych pro rod Lactobacillus (250 bp,
92 bp). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA.

DNA LF-1350x DNA M-1350x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktt cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
pozitivni pozitivni
1 kontrola 154l A 1 kontrola 154l e
2 Zebficek 5ul 2 Zebricek 5ul
negativni negativni _
3 kontrola O[T - 3 kontrola Sl
DNA LF -1350x DNA M -1350x
4 (10 ng/ul) 15l St 4 (10 ng/ul) 15 pl +++
DNA LF -1350x DNA M -1350x
> (1 ng/pl) 5u = > (1 ng/pl) 15l =
DNA LF -1350x DNA M -1350x
6 15l + 6 15 ul
(100 pg/ul) " (100 pg/ul) H *
DNA LF -1350x DNA M -1350x
7 15 pl = 7 15 pl _
(10 pg/w) a (10 pg/u) H
DNA LF -1350x DNA M -1350x
8 5ul _ 8 15 pl _
(1 pg/ul) " (1 pg/ul) H
DNA LF -1350x DNA M -1350x
? (100 fi/ul) 5u - ? (100 f/pl) 15l -
10 bez DNA oul 10 bez DNA oul
DNA R-1350x DNA LF-B30ox
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA mnozstvi produktt Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
pozitivni negativni _
1 kontrola Ll S 1 kontrola D[
. DNA LF —B300ox
2 Zebfricek 5ul 2 (100 fg/ul) 15 pl ++
negativni DNA LF - B30ox
3 kontrola Ll - 3 (1 pg/pl) D[ i
DNAR -1350x DNA LF - B30ox
4 (10 ng/ul) 15l e 4 (10 pg/u) 15 pl +++
DNA R -1350x DNA LF - B30ox
> (1 ng/u) 5 + > (oopg/uy M +
DNAR -1350x DNA LF - B30ox
6 15 ul + 6 15 pl
(100 pg/pl) H (1 ng/pl) " A
DNA R -1350x DNA LF - B30ox
7 15 ul - 7 15 ul
(10 pg/ul) H (10 ng/pl) s A
DNA R -1350x
8 5ul _ 8 Zebficek 5ul
(1 pg/ul) H H
DNAR -1350x pozitivni
9 (100 fg/pl) 15 - ? kontrola 15 S
10 bez DNA owl 10 bez DNA owl
DNA M-B30ox DNA R-B30ox
1 2 3 4 5 6 &8 9 1 2 3 45 6 7 8 9

pfitomnost pFitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produkth Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
pozitivni negativni _
1 kontrola 1o i 1 kontrola Lo
5 pvrx DNA R -B30ox
2 Zebficek 5ul 2 (100 fg/ul) 15 ul ++
DNA M - B30ox DNA R - B30ox
3 15 pl 3 15 ul ++
(10 ng/p) o i (1 pg/u) :
DNA M - B30ox DNAR - B30ox
4 15 ul 4 15 pl ++
(1 ng/u) " + (10 pg/pl) "
DNA M - B30ox DNA R - B30ox
5 15 ul + 5 15 pl
(100 pg/p) W (100 pe/y) 2 ++
DNA M - B30ox DNAR - B30ox
6 15 ul + 6 15 pl
(10 pg/pl) " (1 ng/u) " .
7 DNA M - B30ox 5l + 7 DNA R - B30ox 15 pl et
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(1 pg/pl) (10 ng/pl)

DNA M - B30ox Lo
8 (100 fg/pl) 5w + 8 ebricek 5l
negativni pozitivni
? kontrola 15u _ 2 kontrola 154l i
DNA LF-D DNA M-D

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pfitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkt Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
negativni pozitivni
1 kontrola 1o - 1 kontrola ol e
DNA LF-D v vy
2 (100 fg/yl) 5 _ 2 Zebricek S5ul
DNA LF -D DNA M -D
3 15 pl 3 15 ul +++
(1 pg/u) : - (10 ng/u) :
DNALF -D DNA M -D
4 5l _ 4 15l ++
(10 pg/w) H (1 ng/w) H
DNA LF -D DNA M -D
5 15 pl 5 15 pl
(100 pg/pl) H * (100 pg/pl) i 5
DNALF -D DNA M -D
6 15 ul ++ 6 15l _
(1 ng/pl) W (10 pg/ul) H
DNA LF -D DNA M -D
7 15 pl +++ 7 15 pl _
(10 ng/w) a (1 pg/ul) a
¥ Ly DNA M -D
8 Zebricek 5l 8 (100 fe/) 15l _
pozitivni negativni
9 kontrola 15l v ? kontrola 15l -
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DNAR-D

1 2 3 4 5 6 74 8 9 pfitomnost
oznaceni
€islo béhu mnozstvi produkti
DNA
PCR
negativni
1 kontrola D[ -
DNA R-D
2 (100 fe/u) 15 pl _
DNAR-D
3 15 ul _
(1 pg/u) H
DNAR-D
4 15 pl _
(10 pg/ul) !
DNAR-D
5 15 pl
(100 pg/p) H *
DNAR-D
6 15 pl ++
(1 ng/l) "
DNAR-D
7 15 pl +++
(10 ng/pl) o
8 Zebricek 5ul
pozitivni
2 kontrola 154l r

V PCR specifické pro rod Lactobacillus byly detegovany specifické produkty PCR az pro
koncentrace 100 pg/ul, v ptipad¢ pouziti primert F-all a R-all az pro 100 fg/ul, standard vsak
byl v tomto pfipadé nevyhovujici.

5.2.4. PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus acidophillus

Byly ptipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazani ptitomnosti
bakterii druhu Lactobacillus acidophilus ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosici.
Na elektroferogramech na obrazku 5.10 je vidét, ze specifické PCR produkty o velikosti 750
bp ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech piipadech.
Soucasn¢ bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agarozova gelova elektroforéza specifickych produkti pro ovéteni citlivosti PCR.
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Obr. 5.10: Agardzova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus

acidophillus (750 bp). Amplifikovano bylo rtizné mnozstvi DNA.

DNA LF-1350x
1 2 3 4 5 6

7 8 9 1 2

DNA LF-B30ox

3 4 5

Cislo béhu oznaceni DNA mnozstvi pfitomnost  Cislo béhu oznaceni DNA mnoistvi  pFitomnost
produktd produkti
PCR PCR
1 negativni 15 pl _ 1 pozitivni 15 pl +++
kontrola kontrola
2 DNA LF-1350x 15 pl - 2 sebricek 5pl
(100 fg/ul)
3 DNA LF -1350x 15 pl _ 3 DNA LF —B300x 15 ul +++
(1 pg/u) (10 ng/pl)
4 DNA LF -1350x 15 pl B 4 DNA LF - B30ox 15 pl ++
(10 pg/ul) (1 ng/)
5 DNA LF -1350x 15 pl _ 5 DNA LF - B30ox 15 ul B
(100 pg/ul) (100 pg/ul)
6 DNA LF -1350x 15 ++ 6 DNA LF - B30ox 15 ul _
(1 ng/pl) (10 pg/ul)
7 DNA LF -1350x 15 pl +++ 7 DNA LF - B30ox 15l _
(10 ng/pl) (1 pg/ul)
8 Zebricek 5ul 8 DNA LF - B30ox 15 ul _
(100 fg/ul)
9 pozitivni 15 pl it 9 negativni 15 ul _
kontrola kontrola
DNA LF-D
1 2 3 4 5 6 7 8 9 pFitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR
negativni
1 kontrola = -
DNA LF -D
2 (100 fg/u) 15 pl _
DNALF-D
3 15 pl _
(1 pe/ul) H
DNALF-D
4 15 pl
(10 pg/ul) H B
DNALF-D
5 15l
(100 pg/pl) H i
DNALF-D
6 15 ul ++
(1 ng/pl) "
DNA LF - D
7 15l +++
(10 ng/u) H
8 Zebficek 5ul
pozitivni
9 kontrola ol VAP
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V PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus byly detegovany specifické produkty
PCR az pro koncentrace 1 ng/ul, jen v ptipadé DNA LF-D po 100 pg/ul.

5.2.5. PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus casei

Byly pfipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazani piitomnosti
bakterii druhu Lactobacillus casei ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosici. Na
elektroferogramech na obrazku 5.11 je vidét, ze specifické PCR produkty o velikosti 132 bp
ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech piipadech.
Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul).

Obr. 5.11: Agarézova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus casei
(132 bp). Amplifikovano bylo rtizné mnozstvi DNA.

DNA M-1350x DNA R-1350x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pFitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkth ¢islo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-1350x pozitivni
1 (100 fg/ul) B - 1 kontrola B o
DNA M-1350x
2 15 ul 2 Zebficek 5ul
(1 pg/ul) H B H
DNA M-1350x negativni
e (10 pg/pl) o - 2 kontrola Ll B
DNA M-1350x DNA R-1350x
4 15 ul 4 15 pl ++
(100 pg/ul) W - (10 ng/ul) "
DNA M-1350x DNA R-1350x
5 15 ul _ 5 15 ul _
(1 ng/u) n (1 ng/p) 2
DNA M-1350x DNA R-1350x
6 15 ul ++ 6 15 ul
(10 ng/pl) W (100 pg/ul) W -
pozitivni DNA R-1350x
7 kontrola S = ’ opgru) M -
DNA R-1350x
8 Zebficek 5ul 8 15 ul _
" (1 pe/ul) :
negativni DNA R-1350x
9 kontrola 15 = 9 (100 fe/ul) 15 5
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DNA M-B30ox DNA R-B30ox
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznateni DNA  mnoistvi produktt Cislo béhu  oznaceni DNA  mnoistvi produktt

PCR PCR
e ey
2 DNG'\;; /ﬁ)‘bx 15l _ 2 sebitek 5 ul
R S O
PR, omeme
e R A R
o TEMEM Lo owrse
7 rk)g;:crl;r;; 15 pl +t 7 DTIAORp;gB/i(I))OX 15 ul _
8 SebFiéek 5l 8 DN(‘I F;;jl()’“ 15 pl _
S T R T v i B

DNA M-D DNAR-D
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pfitomnost pFitomnost

oznaceni oznaceni
¢islo béhu mnoistvi produktt Cislo béhu mnoiZstvi produktd
DNA DNA
PCR PCR

L oo 1M - A :
2 [:Tﬁg'\/’:”[) 15 pl _ 2 jebtitek 5l

3 a%Apl':/';tg 15 pl _ 3 'I'(Zgnitr'o"l:' 15 pl _
* oo M- * g Y :
S e M - S aww SM ¢
S I - A
7 fonrols 15 : T o M -
8 JebFicek 5l 8 I()leg'Zu? 15 pl _
2 s, 15l - ? (?(T(? f:}ﬁ) 15l -

V PCR specifické pro druh Lactobacillus casei byly svyjimkou DNA R-D detegovany
specifické produkty PCR jen pro koncentrace 10 ng/pl.

5.2.6. PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus rhamnosus

Byly ptipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazani pritomnosti
bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosici.
Na elektroferogramech na obrazku 5.12 je vidét, Ze specifické PCR produkty o velikosti 683
bp ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech ptipadech.
Soucasn¢ bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agardzova gelova elektroforéza specifickych produktl pro ovérenti citlivosti PCR.

Obr. 5.12: Agarozova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus

rhamnosus (683 bp), amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA

DNA M-1350x DNA R-1350x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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pfitomnost pFitomnost
oznaceni
Cislo béhu mnozstvi produktt Cislo béhu oznaceni DNA mnoizstvi produktd
DNA
PCR PCR
DNA M-1350x pozitivni
1 (10 ng/pl) B T 1 kontrola 157 L
DNA M-1350x .
2 (1 ng/ul) 15l + 2 Zebfricek 5ul
DNA M-1350x negativni
3 (100 pg/ul) Ll v 3 kontrola D[ B
DNA M-1350x DNA R-1350x
4 15 ul 4 15 pl —
(10 pg/pl) W - (100 fg/pl) H
DNA M-1350x DNA R-1350x
5 15 pl _ 5 15 pl _
(1 pe/ul) : (1 pe/ul) o
DNA M-1350x DNA R-1350x
6 5 ++ 6 15w
(100 fg/p) H (10 pg/ul) H -
pozitivni DNA R-1350x
U kontrola Ll i 7 (100 pg/ul) D[ -
. DNA R-1350x
8 Zebfricek 5l 8 (1 ng/ul) 15 pl +
negativni DNA R-1350x
2 kontrola I - 9 (10 ng/pl) =l St
DNA M-B30ox DNA R-B30ox
1 3 4 6 8 9 1 3 4 5 6 8 9

L. pfitomnost pfitomnost
oznaceni
Cislo béhu mnozstvi produkt cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd

PNA PCR PCR
S S R
2 DNG“:; /'ﬁ)om‘ 15l ~ 2 SebFieek 5l
T S T
4 D?ﬁ)oMr;gB/i?)‘) X 15l B 4 DTfORr;;‘:’L%OX 15 ul -
v R N T T
i I
7 Egﬁlttr'ZE 15 . 7 DT:\ORF;;;‘:’L%“ 15 pl _
8 Jebritek 5l 8 DNé ';';j()’“ 15 4l B
S T L B
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DNA M-D DNAR-D
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pfitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkt Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-D pozitivni
1 (100 fg/pl) I - 1 kontrola I i
DNA M-D
2 15 ul _ 2 Zebficek 5ul
(1 pg/ul) H "
DNA M- D negativni
3 (10 pg/w) 15 - 3 kontrola 15 -
DNA M-D DNAR-D
4 5l 4 15 ul ++
(100 pg/ul) " - (10 ng/ul) H
DNA M- D DNAR-D
5 15 pl 5 15 ++
(1 ng/pl) a e (1 ng/pl) s
DNA M-D DNAR-D
6 15l +++ 6 15l
(10 ng/ul) W (100 pg/wl) H B
pozitivni DNAR- D
/ kontrola 15 T ! (10 pg/p) 15l -
DNAR-D
8 Zebricek 5ul 8 15l
" (1 pg/w) H -
negativni DNAR- D
2 kontrola o - 2 (100 fg/ul) T -

V PCR specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus byly u DNA izolované z vyrobku
Multilac detegovany specifické produkty PCR az pro koncentrace 100 pg/ul, zatimco u DNA
izolované z vyrobku Rebiomax byly specifické produkty PCR detegovany jen do koncentrace
10 ng/pl.

5.2.7. PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus plantarum

Byly ptipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agar6zova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazani ptitomnosti
bakterii druhu Lactobacillus plantarum ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosici.
Na elektroferogramech na obrazku 5.13 je vidét, Ze specifické PCR produkty o velikosti 277
bp ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech piipadech.
Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agarozova gelova elektroforéza specifickych produktii pro ovéfeni citlivosti PCR.
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Obr. 5.13: Agardzova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus
plantarum (277 bp). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA

DNA M-1350x DNA R-1350x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

-
[

L. pfitomnost pfitomnost
oznadeni
Cislo béhu mnoiZstvi produkt Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd

DNA PCR PCR
A S e T
2 DN(’; ':)"g'/lj?“ 15 pl _ 2 sebritek 5l
T A B v
R omme
5 DN(AI '::'g/lj?“ 15 pl - 5 D":’i‘ :;33“ 15 pl _
= T
7 Egﬁfr';r; 15 it 7 D'(\'ﬁ‘)tgl/ﬁ;’x 15yl _
8 ebfitek 5 8 D“g\ Eg}jf;“ 15 _
T A I i

DNA M-B30ox DNA R-B30ox

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

63



pfitomnost pfitomnost
oznaceni oznaceni
¢islo béhu mnoistvi produktt Cislo béhu mnoiZstvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-B30ox pozitivni
1 (100 fg/) B - 1 kontrola 157 aa
DNA M- B30ox
2 15 ul _ 2 Zebficek 5ul
(1 pg/u) " :
DNA M- B30ox negativni
3 (10 pg/pl) 15u - 3 kontrola 157 -
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
4 15l 4 15 ul +4++
(100 pg/ul) H - (10 ng/ul) "
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
5 15 ul 5 15 ul
(1 ng/) : - (1 ng/u) o -
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
6 15 ul +++ 6 15w
(10 ng/pl) H (100 pg/ul) H -
pozitivni DNA R- B30ox
7 kontrola 15 pl +++ 7 (10 pg/ul) 15l _
DNA R- B30ox
8 Zebficek 5ul 8 15 ul _
H (1 pg/ul) "
negativni DNA R- B30ox
9 kontrola I - 9 (100 fg/ul) =l -
DNA M-D DNA R-D
1 2 3 4 5 6 8 9 1 2 3 4 6 & 9

pfitomnost pFitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkt Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-D pozitivni
1 (100 fg/pl) 15 - 1 kontrola Bl *
DNA M-D
2 15l 2 Zebficek 5ul
(1 pg/ul) H - " -
DNA M- D negativni
3 (10 pg/w) e - 3 kontrola eIl -
DNA M-D DNAR-D
4 15 ul 4 15 ul +
(100 pg/ul) H - (10 ng/ul) H
DNA M- D DNAR-D
5 15 ul 5 15 ul —
(1 ng/pl) 5 B (1 ng/pl) i
DNA M-D DNAR-D
6 15 ul + 6 15 ul
(10 ng/ul) W (100 pg/wl) H B
pozitivni DNAR-D
/ kontrola e * 7 (10 pg/w) eIl -
DNAR-D
8 Zebficek 5ul 8 15 ul
H (1 pg/w) : -
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negativni DNAR-D

kontrola e - 9 (100 fg/ul) e -

V PCR specifické pro druh Lactobacillus plantarum byly detegovany specifické produkty
PCR jen pro koncentrace 10 ng/ul. Jen v ptipadé DNA M-1350x byly specifické produkty
PCR detegovany i pro koncentraci 1 ng/pl.
5.2.8. PCR s primery specifickymi pro gen odc (ornithindekarboxylaza) u Lactobacillus
rhamnosus
Daéle byla také provedena PCR a agardzova gelova elektroforéza produktii PCR za tGéelem
prokazani pfitomnosti genu pro ornithindekarboxylazu u druhu Lactobacillus rhamnosus ve
vzorku DNA M-1350x, DNA-R-1350x, DNA M-B300x, DNA R-B300ox, DNA M-D a DNA
R-D. Gen Odc je enzym katalyzujici dekarboxylaci aminokyseliny ornitin na BA putrescin.
Na elektroferogramu na obrazku 5.14 je vidét, ze specificky PCR produkt o velikosti 1274 bp
ziskany po amplifikaci vySe uvedenych DNA o koncentraci 10 ng/ul byl detekovan ve vSech
ptipadech.

Obr. 5.14: Agar6zova gelova elektroforéza PCR produktu specifickych pro gen odc u druhu

Lactobacillus rhamnosus (1274 bp)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Cislo

oznaceni DNA mnoiZstvi pfitomnost produktt PCR
béhu

1 DNA R-D (10 ng/ul) 15 ul +
2 DNA M-D (10 ng/ul) 15 pl ++
3 DNA R-B300x (10 ng/pl) 15 pl ++
4 DNA M-B30ox (10 ng/ul) 15 pl +
5 DNA R-1350x (10 ng/pl) 15 pl ++
6 DNA M-1350x (10 ng/pl) 15 ul ++
7 pozitivni kontrola 15 ul +++
8 Zebficek 5ul

9 negativni kontrola 15 pl -
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5.2.9. PCR s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium

Byly pfipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazani ptitomnosti
bakterii rodu Bifidobacterium ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosi¢i. Na
elektroferogramech na obrazku 5.15 je vidét, Ze specifické PCR produkty o velikosti 914 bp
ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech piipadech.
Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agarozova gelova elektroforéza specifickych produktii pro ovéteni citlivosti PCR.

Obr. 5.15: Agardzova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro rod Bifidobacterium
(914 bp). Amplifikovano bylo rtizné mnozstvi DNA

DNA LF-1350x DNA M-1350x
1 23 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pFitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produkt Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
1 Zebricek 5ul 1 Zebricek 5ul
pozitivni pozitivni
2 kontrola 15 et 2 kontrola 15l t+t
negativni negativni
3 kontrola 15 - 3 kontrola 15 -
DNA LF-1350x DNA M-1350x
4 (10 ng/ul) su *** 4 (10 ng/pl) 15 N
DNA LF -1350x DNA M -1350x
> (1 ng/p) Bu = > (1 ng/ul) 1ol =
DNA LF -1350x DNA M -1350x
6 (100 pe/p) su + ® (100 pe/u) 15 +
DNA LF -1350x DNA M -1350x
7 15 ul _ 7 15 ul
(10 pg/ul) H (10 pg/pl) H *
DNA LF -1350x DNA M -1350x
8 5 - 8 15 ul -
(1 pe/ul) " (1 pg/) :
DNA LF -1350x DNA M -1350x
15l - 15 ul -
° (100 fe/u) B i (100 fe/u) N
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DNA R-1350x DNA LF-B30ox
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktt cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
1 Zebricek 5ul 1 Zebricek 5ul
S T S - A I
T v o O
R
T U T L
i I
L o R B I
A i
B I i L
DNA M-B30ox DNA R-B30ox

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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pfitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA mnoizstvi produktt Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produktd
PCR PCR
e
2 DNGﬁ;ﬁihx 15l ot 2 sebricek 5w
s TREER O wa L s TW e L
i R i
I R S T
i i
A
8 sebFicek 5 ul 8 DTfO(F; ;;i?)“ 15l -
= I T~ - S R
DNA LF-D DNA M-D
1.2 3 4 5 6 8 9 1 2 3 4 5 6 8 9

pFitomnost pFitomnost
oznaceni oznaceni
¢islo béhu mnoistvi produktt Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA LF-D v Lurx
1 (100 fg/ul) 15 ul _ 1 Zebficek 5pul
DNA LF-D DNA M-D
2 15l 2 15 ul
(1 pg/pl) " - (100 fg/ul) W -
DNA LF- D DNA M- D
3 15 ul _ 3 15 _
(10 pg/p) : (1 pg/u) 2
DNALF-D DNA M- D
4 15 ul 4 15 ul
(100 pg/ul) H - (10 pg/w) H -
DNALF-D DNA M- D
5 15 ul 5 15 ul
(1 ng/) a i (100 pe/ul) : -
DNALF-D DNA M-D
6 15 ul +++ 6 15 ul
(10 ng/pl) W (1 ng/ul) H +
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DNA M- D

7 Zebricek 5 ul 7 15 pl ++
i (10 ng/u) i
negativni pozitivni
8 kontrola Sul - 8 kontrola Syl +
pozitivni negativni
2 kontrola 154l i ? kontrola 15l -
DNAR-D
12 3 4 5 67 8 9 ceni pritomnost
oznaéeni
Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA
PCR
negativni
1 kontrola Bl -
pozitivni
2 kontrola 154l it
3 Zebfricek 5ul
DNA R-D
4 (100 fa/u) 15 pl _
DNAR-D
5 15 pl _
(1 pg/p) H
DNAR-D
6 15 pl _
(10 pg/ul) H
DNAR-D
7 15 ul
(100 pg/pl) o +
DNAR-D
8 15 pl
(1 ng/) . +
DNAR-D
9 (10 ng/ul) 15 pl ++

V PCR specifické pro rod Bifidobacterium byly detegovany specifické produkty PCR az pro
koncentrace 100 pg/ul. Jen v ptipadé DNA LF-D byly specifické produkty PCR detegovany
jen pro koncentraci 1 ng/pl a 10 ng/ul.

5.2.10. PCR s primery specifickymi pro druh Bifidobacterium animalis

Byly pfipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agarézova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokazéani ptitomnosti
bakterii druhu Bifidobacterium animalis ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosici.
Na elektroferogramech na obrazku 5.16 je vidét, ze specifické PCR produkty o velikosti 925
bp ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech ptipadech.
Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agardzova gelova elektroforéza specifickych produktti pro ovéteni citlivosti PCR.
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Obr. 5.16: Agarozova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro druh Bifidobacterium

animalis (925 bp). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA

DNA LF-1350x
1 2

3 4

6

8 9

DNA LF-B30ox

1 2

3 4

5 6

8 9

pFitomnost pfitomnost
Cislo béhu oznaceni DNA mnoiZstvi produktd Cislo béhu oznaceni DNA  mnoistvi produkti
PCR PCR
negativni _ pozitivni
1 kontrola 15 1 kontrola 154l .
DNA LF-1350x v vy
2 (100 fg/ul) 15 ul - 2 Zebfticek 5l
DNA LF-1350x DNA LF-B30ox
3 15 ul - 3 15 pl +++
(1 pg/u) s (10 ng/p) a
DNA LF-1350x DNA LF-B30ox
4 15l + 4 15 +++
(10 pg/pl) " (1 ng/) "
DNA LF-1350x DNA LF-B30ox
5 15 ul ++ 5 15 ul ++
(100 pe/ul) : (100 pe/yl) 2
DNA LF-1350x DNA LF-B30ox
6 15 +++ 6 15 +
(1 ng/pl) " (10 pg/pl) "
DNA LF-1350x DNA LF-B30ox
7 15 ul +++ 7 15 ul -
(10 ng/p) : (1 pg/u) 2
v Lwex DNA LF-B300ox
8 Zebficek 5ul 8 (100 fg/ul) 15l -
pozitivni negativni _
9 kontrola o T 9 kontrola B
DNA LF-D
123 456 7 89101112 ofitomnost
oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA
PCR
negativni _
1 kontrola i
DNA LF-D
2 (100 fg/u) M B
DNA LF-D
3 15 pl ++
(10 pg/ul) a
DNA LF-D
4 15 ul —
(1 pg/u) H
DNA LF-D
5 15 pl ++
(100 pg/pl) a
DNA LF-D
6 15 pl +++
(1 ng/ul) H
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DNA LF-D

7 (10 ng/ul) 15 ul +++
Zebricek 5ul

9 bez DNA oul

10 bez DNA opul

11 bez DNA oul

wo e wn e

V PCR specifické pro druh Bifidobacterium animalis byly detegovany specifické produkty
PCR az pro koncentrace 10 pg/pl.

5.2.11. PCR s primery specifickymi pro pro druh Bifidobacterium bifidum

Byly pfipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produkti PCR za ucelem prokézani pfitomnosti
bakterii druhu Bifidobacterium bifidum ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosici.
Na elektroferogramech na obrazku 5.17 je vidét, ze specifické PCR produkty o velikosti 278
bp ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vsech ptipadech.
Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agardzova gelova elektroforéza specifickych produktl pro ovéfeni citlivosti PCR.

Obr. 5.17: Agardzova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro rod Bifidobacterium
bifidum (278 bp). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA

DNA M-1350x DNA R-1350x
1 2 3 4 5 66 7 &8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pfitomnost pritomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnozstvi produktt Cislo béhu mnozstvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-1350x pozitivni
1 (100 fg/pl) B 5 1 kontrola I e
DNA M-1350x negativni
2 (1 pg/ul) 15 - 2 kontrola 15 -
DNA M-1350x
3 15 pl - 3 Zebfricek 5ul
(10 pg/p) # s
DNA M-1350x
4 15 ul + 4 bez DNA oul
(100 pg/ul) H H
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DNA M-1350x DNA R-1350x
6 15 pl +++ 6 15l ++
(10 ng/pl) " (1 ng/u) W

DNA R-1350x
8 Zebficek 5ul 8 15 pl -
W (10 pg/ul) "

potitivni DNA R-1350x B
kontrola 15 e 10 (100 feg/ul) 154

DNA M-B30ox DNA R-B300x
1 2 3 4 56 7 8 910 1 2 3 4 5 6 7 8 910

pfitomnost pfitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkta ¢islo béhu mnoistvi produktt
DNA DNA
PCR PCR

DNA M- B30ox negativni

2 15ul B 2 kontrola

(1 pg/pl) 15ul B

DNA M- B30ox
4 15 pl + 4 bez DNA oul
(100 pg/ul) W "

6 DNAM-B30ox ., et 6 DNAR-B3Oox 5 +

(10 ng/pl) (1 ng/wl)

DNA R- B30ox
8 zebticek 5l 8 15 ul -
" (10 pg/ul) "

Eg;fg?; 15l +++ 10 DNA R- B30ox 15yl —

10 (100 fi/ul)




DNA M-D DNA R-D
1 2 3 45 6 7 8 910 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

pfitomnost pfitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkt Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-D pozitivni
1 (100 fg/pl) S B ! kontrola L) *
DNA M-D negativni
2 15 pl — 2 15 pl —
(1 pg/w) oM kontrola K
DNA M- D
3 15 ul - 3 Zebficek 5ul
(10 pg/ul) s s
DNA M-D
4 15 pl + 4 bez DNA ol
(100 pg/p) " "
DNA M- D DNA R-D
5 15 ul ++ 5 15 ul +++
(1 ng/u) i (10 ng/p) a
DNA M-D DNAR-D
6 5 +++ 6 15 ++
(10 ng/ul) W (1 ng/ul) "
DNAR-D
7 bez DNA 0l 7 15 ul +
a (100 pg/ul) a
DNAR-D
8 Zebficek 5ul 8 15 ul -
" (10 pg/u) H
negativni DNAR-D
9 kontrola B ° (1 pg/pl) B
potitivni DNAR-D B
10 kontrola 15l +++ 10 (100 fg/ul) 15 pl

V PCR specifické pro druh Bifidobacterium bifidum byly detegovany specifické produkty
PCR az pro koncentrace 100 pg/pl.

5.2.12. PCR s primery specifickymi pro pro druh Bifidobacterium breve

Byly pfipraveny smési pro PCR podle postupu uvedeného v tabulce 4.3 a 4.4. Byla provedena
PCR a agardzova gelova elektroforéza produktii PCR za ucelem prokazani piitomnosti
bakterii druhu Bifidobacterium breve ve vzorcich DNA izolovanych magnetickymi nosi¢i. Na
elektroferogramech na obrazku 5.18 je vidét, ze specifické PCR produkty o velikosti 288 bp
ziskané po amplifikaci DNA o koncentraci 10 ng/ul byly detekovany ve vSech piipadech.
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Soucasné bylo provedeno desitkové fedéni DNA (10 ng/ul — 100 fg/ul), jeji amplifikace a

agarozova gelova elektroforéza specifickych produktii pro ovéteni citlivosti PCR.

Obr. 5.18: Agardézova gelova elektroforéza PCR produkti specifickych pro rod Bifidobacterium breve
(288 bp). Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA

DNA M-1350x DNA R-1350x
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pfitomnost pfitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnoistvi produkt Cislo béhu mnoistvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-1350x pozitivni
1 (10 ng/ul) 15 ul ++ 1 kontrola 15 pl ++
DNA M-1350x
2 15 ul + 2 Zebficek S5ul
(1 ng/pl) H H
DNA M-1350x negativni
3 (100 pg/pl) B B 3 kontrola Sl B
DNA M-1350x DNA R-1350x
4 15 ul — 4 15 pl ++
(10 pg/ul) " (10 ng/ul) H
DNA M-1350x DNA R-1350x
5 15 pl = 5 15 ul +
(1 pe/ul) a (1 ng/ul) H
DNA M-1350x DNA R-1350x
6 15 ul — 6 15 pl -
(100 fg/ul) " (100 pg/ul) H
pozitivni DNA R-1350x _
/ kontrola 15wl o ! (10 pg/ul) 15
DNA R-1350x
8 Zeb¥itek 5ul 8 15 pl -
H (1 pg/ul) "
negativni _ DNA R-1350x _
2 kontrola o 2 (100 fg/ul) Ll
DNA M-B30ox DNA R-B30ox

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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pfitomnost pFitomnost
oznaceni oznaceni
¢islo béhu mnoistvi produktt Cislo béhu mnoiZstvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-B30ox pozitivni
1 (100 fg/) B B 1 kontrola 157 =
DNA M- B30ox
2 15l - 2 Zebricek 5ul
(1 pg/u) " "
DNA M- B30ox negativni
3 (10 pg/ul) =l B 3 kontrola 0 B
DNA M- B30ox DNA R-B30ox
4 15 ul — 4 15 pl ++
(100 pg/ul) W (10 ng/pl) H
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
5 15 ul - 5 15 pl +
(1 ng/pl) : (1 ng/ul) o
DNA M- B30ox DNA R- B30ox
6 15 ul + 6 15 pl -
(10 ng/pl) W (100 pg/pl) H
pozitivni DNA R- B30ox _
U kontrola Ll * 7 (10 pg/ul) D[
DNA R- B30ox
8 Zebricek 5ul 8 15 ul -
H (1 pg/ul) "
negativni _ DNA R- B30ox _
2 kontrola I 9 (100 fg/ul) =l
DNA M-D DNA R-D
1 2 3 4 6 8 9 1 2 %) 4 8 6 8 9

pfitomnost pFitomnost
oznaceni oznaceni
Cislo béhu mnozstvi produktt Cislo béhu mnozstvi produktd
DNA DNA
PCR PCR
DNA M-D pozitivni
1 (100 fg/pl) o 1 kontrola T *
DNA M- D
2 15 ul - 2 Zebfricek S5ul
(1 pa/ul) a :
DNA M- D negativni
15 ul - 15 ul -
3 (10 pe/u) ou 3 il 51
DNA M-D DNA R-D
4 15l - 4 15 pl ++
(100 pg/ul) H (10 ng/ul) H
DNA M- D DNAR-D
5 15 ul + 5 15 -
(1 ng/) : (1 ng/u) 2
DNA M-D DNAR-D
6 5 ++ 6 15 -
(10 ng/pl) H (100 pg/l) H
pozitivni DNAR- D
7 | ++ 7 15 -
— SH (10 pe/u) B
DNAR-D
8 Zebficek 15l - 8 15l -
" (1 pg/w) :
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negativni DNAR-D
2 kontrola e 9 (100 fg/pl) e

V PCR specifické pro druh Bifidobacterium breve byly detegovany specifické produkty PCR
az pro koncentrace 1 ng/ul, v ptipad¢ DNAM-B300x a DNA R-D jen pro 10 ng/pl.
5.2.13. Srovnani amplifikace DNA izolované testovanymi nosici

Srovnani amplifikace DNA izolované riznymi magnetickymi mikrocasticemi je

uvedeno v tabulce 5.4.

Tab. 5.4: Srovnani amplifikace DNA izolované testovanymi nosici

D N A
LF- M- LF- M-
1350x  1350x  I330%  panox  B3gox  Bs0ox  LED m-D RD

doména Bacteria 10 pg/pl  10pg/wl  10pg/wl 1 pg/ul 1 pg/ul 1 pg/ul lpg/ul  1pg/ul  1pg/ul

rod Lactobacillus 100 100 100 100 100 100 100 100 100
pe/ul pe/ul pe/ul fg/ul* fg/u* fg/u* pe/ul pe/ul pg/p
Lactobacillus 100
acidophilus 1 ng/ul 1 ng/ul pg/ul
Lactobacillus casei 10 ng/ul 10 ng/pl 10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/ul  10ng/ul 10 ng/pl 10 ng/ul 1 ng/ul
nejmensi .
; Lactobacillus 100 100 100
d::i:::vr;e rhamnosus og/ul 10 ng/ul og/ul 10 ng/ul og/ul 10 ng/pl
Lactobacillus
DNA/PCR
s‘mlés plantarum 1ng/ul 10 ng/pl 10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/ul 10 ng/pl
100 100 100 100 100 100 100 100
rod Bifidobacterium 1 ng/ul
f pg/ul pg/ul pg/ul pg/ul pg/ul pg/ul . pg/ul pg/ul
Bifidobacterium
animalis 10 pg/pl 10 pg/pl 10 pg/pl
Bifidobacterium 100 100 100 100 100 100
bifidum pg/ul pg/ul pg/ul pg/ul pe/ul pg/ul
B'f'd"b"rz“f:’ MM ing/l ing/l ing/wl lng/pl 10ng/pl ing/ul  1ng/pl 1ng/ul 10 ng/pl

* ... byly pouzity primery F all a R all (Haarman a kol, 2006)

Ze tii testovanych vyrobkll byla pomoci magnetickych mikro€astic izolovana DNA, ktera se
v testovanych PCR amplifikovala ptiblizné stejné. Rozdily byly zjistény u rodu Lactobacillus
rhamnosus pti amplifikaci DNA z vyrobku Multilac a Rebiomax.

5.3. Srovnani amplifikace DNA izolované fenolovou extrakci a magnetickymi
nosici u vyrobku Linex Forte

Srovnani amplifikace DNA izolované fenolovou extrakci a magnetickymi nosi¢i u vyrobku

Linex Forte je uvedeno v tabulce 5.5.
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Tab. 5.5: Srovnani amplifikace DNA izolované fenolovou extrakci a magnetickymi nosici u

vyrobku Linex Forte
D A
LF- LF-
LF-FE  1350x  B30ox LF-D
100 10
doména Bacteria 1 I 1 I
fg/ul og/ul pg/u pg/u
nejmensi  rod Lactobacillus 100 100 100* 100
d ] pg/ul pg/Wl  fg/ul pg/ul
etegované ,
mnoizstvi Lactobacillus 1ng/ul  1ng/pl  1ng/ul 100
DNA/PCR acidophilus pg/ul
smés rod 100 100 100 1 ng/ul
Bifidobacterium pg/ul pg/ul pg/ul s/
Bifidobacterium 10
animalis 1 pe/ul pg/ul 0 pe/ul pg/ul

* ... byly pouzity primery F all a R all (Haarman a kol, 2006)

Z tabulky 5.5 vyplyva, ze v ptipadé domény Bacteria byla u DNA izolované fenolovou

extrakei citlivost PCR s primery specifickymi pro tuto doménu vyssi. U PCR s primery

specifickymi pro rod Lactobacillus byly citlivosti PCR shodné (LF-B300x nelze zahrnout do

srovnani z divodu pouziti jinych primeril) coz az na DNA LF-D plati rovnéz pro PCR

s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium. PCR s primery specifickymi pro druh

Bifidobacterium animalis byla o jeden tad citlivéjsi pii amplifikaci DNA izolované fenolovou

extrakci.
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6. DISKUSE

Nejkoncentrovanéjsi DNA se z vyrobkt podafilo ziskat pomoci fenolové extrakce.
Tato metoda je pomaléd a zdlouhava, je to vSak klasicky zpusob izolace DNA a zisk nejvice
koncentrované DNA praveé timto zpisobem byl tedy ocekavan (viz Tab. 5.1). Pomérné
odlisné koncentrace DNA u tfi tobolek, ze kterych byla DNA izolovana, mohou byt
zpusobeny vétsim mnozstvim mezikrokl v pribéhu fenolové extrakce, kdy mohlo dojit ke
ztratam.

Izolace pomoci magnetickych castic (viz. Tab. 5.3) byla oproti fenolové extrakci
podstatné jednodussi a také rychlejsi. DNA byla izolovana v niz§ich koncentracich, které vsak
byly pro néaslednou amplifikaci pomoci PCR dostacujici. DNA o nejvysSich koncentracich
byla izolovana pomoci mikrocastic Fkol1350x, nasledovaly mikroc¢astice FkolB30ox. Jen u
vyrobku Rebiomax byla nejkoncentrovanéjsi DNA ziskdna pomoci ¢astic FkolB30ox, rozdil
oproti DNA ziskané pomoci Fkol1350x ¢inil vSak jen 5 ng. NejnizSich koncentraci DNA bylo
dosazeno za pouziti ¢astic Dynabeads. Tyto mikrocastice nebyly na rozdil od Fkoll350x a
FkolB30ox pii praci v eppendorfce zietelné vidét (rezavé hnéda vrstvicka), nizsi koncentrace
DNA pfi pouziti mikro€astic Dynabeads tedy mohla byt zplisobena také chybami pfti
manipulaci s nimi.

Jak pii fenolové extrakci, tak pifi pouziti magnetickych Castic pomér absorbanci pfi
260 nm a 280 nm nepiekrocil hodnotu 1,8. To indikuje zneci$téni bilkovinami. Je to
zpusobeno tim, ze tobolky probiotickych vyrobkt neobsahuji jen Cistou kulturu, ale i dalsi
pfimési, plnidla atd. a jednd se tedy o komplexni vzorky. Také pti piipravé hrubych lyzath
nedoslo nikdy k tomu, ze by lyzaty byly ¢iré, coz bylo opét zpiisobeno komplexnosti vzorkd.

V dalsi ¢asti bylo pfistoupeno k samotnému pritkazu pfitomnosti DNA probiotickych
bakterii, nejprve u vyrobku Linex Forte, kdy DNA byla izolovana fenolovou extrakci (viz
Tab. 5.2). Specifické PCR produkty na elektroferogramu prokazaly ptitomnost domény
Bacteria s vysokou citlivosti az do koncentrace 100 fg/ul. Pfitomnost rodu Lactobacillus byla
také prokazana. Citlivost PCR zde byla pomérné nizka, pro jeji zvySeni by byla potieba
optimalizace PCR. Lactobacillus acidophilus byl nasledné prokazan také. Vyssi citlivost
vykazovala PCR pro rod Bifidobacterium. Na zavér byla jesté ovéfena piitomnost DNA druhu
Bifidobacterium animalis. Citlivost PCR byla velmi dobra. Timto byla prokazana piitomnost
DNA jak druhu Lactobacillus acidophilus, tak DNA druhu Bifidobacterium animalis ve

vyrobku Linex Forte.
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Nasledovala prace s DNA izolovanou pomoci magnetickych ¢astic (viz Tab. 5.4).
Nejprve byla opét provedena PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria a to i pro
Linex Forte, kde jiz tato doména prokézana byla pomoci fenolové extrakce. Citlivost PCR
byla pro doménu Bacteria tradi¢né vysoka.

Také PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus probihala podobné jako
v ptipadé DNA ziskané fenolovou extrakci a citlivost byla pomérné nizkéd. Z divoda této
nizké citlivosti byly vyzkouSeny jiné primery a jiny standard. Citlivost se sice zna¢n¢ zvysila,
ale standard se potadné nerozd¢lil, a protoze stimto problémem se setkali i jini studenti
V laboratofi, bylo piistoupeno zpatky k ptivodnim primertm.

Provedena byla také PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus acidophillus
u vyrobku Linex Forte. Lactobacillus acidophillus byl sice jiz prokazan u DNA izolované
metodou fenolové extrakce, podobné vysledky u DNA izolované pomoci magnetickych ¢astic
vSak poslouzily pro ujisténi se o spradvném postupu.

DNA druhu Lactobacillus rhamnosus byl prokazovana ve vyrobcich Multilac a
Rebiomax. Pro zvyseni citlivosti PCR by byla opét potieba optimalizace.

Dale byla provedena PCR s primery specifickymi pro DNA druhu Lactobacillus
plantarum. Za povsimnuti stoji vyssi citlivost PCR u DNA z vyrobku Multilac.

U druhu Lactobacillus rhamnosus byl také prokazan gen pro ornithindekarboxylazu.
Nejlépe je vidét PCR produkt pro DNA z vyrobku Rebiomax izolované pomoci ¢astic
Fkol1350x, vyrazny je také PCR produkt pro DNA z vyrobku Multilac izolovanou stejnymi
¢asticemi. To koresponduje i s tabulkou 5.3, kde je vidét, ze pti pouziti magnetickych ¢astic
Fkol1350x byla vyizolovana DNA o nejvyssi koncentraci.

Nasledovalo prokazovani pfitomnosti DNA rodu Bifidobacterium a jeho riznych
druhti. Na obrazcich jsou vidét PCR produkty specifické pro rod Bifidobacterium az po
koncentraci 100 pg/ul. Ve skutecnosti byly vidét PCR produkty i pro nizsi koncentrace, kvuli
Spatné kvalité snimkt vSak tyto PCR produkty moc zietelné nejsou.

U DNA izolované z vyrobku Linex Forte byla také opét ovéfena piitomnost DNA
druhu Bifidobacterium animalis.

Na obrazcich jsou dale vidét elektroferogramy s PCR produkty specifickymi pro
Bifidobacterium bifidum. PCR by opét potiebovala optimalizaci, citlivost je pomérné nizka.

Jesté nizsi citlivost vSak méla PCR s primery specifickymi pro druh Bifidobacterium
breve.

Pomoci metody PCR byla prokézéna ptitomnost DNA u vSech testovanych bakteri,

které byly vyrobci deklarovany.
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7. ZAVER

Byla izolovana DNA z probiotickych vyrobkti Linex Forte, Multilac a Rebiomax
pomoci tifi druhti magnetickych castic Fkoll350x, FkolB30ox a Dynabeads. V ptipadé
vyrobku Linex Forte byla k izolaci DNA pouzita také fenolova extrakce. DNA byla izolovana
V dostate¢ném mnozstvi a kvalit¢ vhodné pro naslednou amplifikaci. DNA byla
amplifikovana pomoci PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a
Bifidobacterium a ruzné druhy téchto rodd. VSemi nosici bylo izolovano srovnatelné mnozstvi
DNA, ktera byla prokézana po amplifikaci stejnych mnozstvi DNA po detekci produktli PCR
pomoci agardézové gelové elektroforézy. Citlivosti PCR pii pouziti riznych c&astic byly
shodné. Pouziti magnetickych nosi¢li bylo oproti fenolové extrakei vyhodné z diivodii vyssi
rychlosti a jednoduchosti izolace DNA. Dale se pouziti magnetickych nosi¢u k izolaci DNA

obeslo bez pouziti nebezpeénych organickych latek (fenol).
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ATP
bp
BMK
EFSA
NAD
NADH
PEG
SDS
WHO

adenosintrifosfat

par bazi

bakterie mlééného kvaSeni

European Food Safety Authority [Evropska organizace pro bezpec¢nost potravin]
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)

nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)

polyethylenglykol

dodecylsulfat sodny

World Health Organisation [Svétova zdravotni organizace]
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