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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo zavedeni metody PCR v realném case s vysokorozlisSovaci analyzou
kiivek tani pro rod Bifidobacterium.

V soucasné dobé je dostupné malé mnozstvi publikaci, které se zabyvaji rozliSenim kment
rodu Bifidobacterium pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani. Dle publikaci, které byly
zaméfeny na rozliSeni bakterii mlécného kvaseni, byly vybrany primery P1V1 a P2V1, LACI1
a LAC2, LsppUPF a LsppUPR, V3F a V3R, V6F a V6R. Bakterialni DNA sbirkovych kment
byla pomoci téchto primert amplifikovana metodou PCR v realném case s vysokorozliSovaci
analyzou ktivek tani. Po vyhodnoceni namétenych vysledka byla ucinnost vybranych primert
rovnéz ovéiena na DNA izolované z komplexniho vzorku probiotického vyrobku.

Po dalsi optimalizaci by za pomoci vybranych primert mohla byt metoda PCR v realném
Case s vysokorozliSovaci analyzou kfivek tani vhodna i pro rod Bifidobacterium.

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to introduce real-time PCR with high-resolution
melting analysis for Bifidobacterium species.

Currently a small number of publication, dealing with identification of Bifidobacterium
species using high-resolution melting analysis, is available. According to publications dealing
with identification of lactic acid bacteria were selected primers P1V1 and P2V1, LAC1 and
LAC2, LsppUPF and LsppUPR, V3F and V3R, VOF and V6R. Using this primers bacterial
DNA was amplified by real-time PCR with high-resolution melting analysis. After evaluation
of the measured results efficiency of selected primers was verified on DNA izolated from
complex sample of probiotic product.

After further optimisation real-time PCR with high-resolution melting analysis could be
suitable using selected primers for Bifidobacterium species.

KLIiCOVA SLOVA

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani, Bifidobacterium, bakterie mlé¢ného kvasSeni,
probiotika, polymerazova fetézova reakce

KEYWORDS

High-resolution melting analysis, Bifidobacterium, lactic acid bakteria, probiotics,
polymerase chain reaction
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1 UVOD DO PROBLEMATIKY

Bakterie mlééného kvaseni maji velky ekonomicky vyznam pro mlékarensky a jiny
potravinaisky prumysl vyrabéjici fermentované vyrobky. Pro jejich zakladni vyzkum a
pouziti v potravinaiském primyslu jsou vyzadovany spolehlivé a jednoduché metody pro
jejich identifikaci. Mnoho bakterii mlécného kvaSeni ma podobné vyzivové a rustové
pozadavky, proto je velmi obtizné je rozli§it klasickymi metodami [1].

Specifické a citlivé analytické metody jsou také nezbytné pii oveérovani, zda komeréni
potraviny vyhovuji narodnim a mezinarodnim pravnim ptredpisim. Diky stabilit¢ DNA hraji
metody zalozené na DNA vzrUstajici roli v kontrole bezpecnosti potravin a pii odhalovani
falSovani potravin. Nedavné studie ukazuji, ze vysokorozliSovaci analyza kfivek tani, moderni
metoda zalozend na vlastnostech tani dvousroubovicové DNA, by mohla byt novou a
zajimavou metodou [2].

Do vyznamné skupiny probiotik patii i rod Bifidobacterium. V soucasné dobé€ je dostupné
pouze malé mnozstvi publikaci, které se zabyvaji rozliSenim jednotlivych kment rodu
Bifidobacterium pomoci vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani. Dle publikaci, které byly
zaméfeny na rozliSeni bakterii mlécného kvaseni, bylo vybrano n€kolik primera. V diplomové
praci bylo testovano, zda by byly tyto primery vhodné pro rozliSeni kment rodu
Bifidobacterium.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Vyuziti bakterii mlécného kvaSeni v potravinarském prumyslu

Bakterie mlécného kvasSeni jsou nejcastéji studovanym probiotikem za poslednich nékolik
desetileti. Jsou zadouci mikroflorou gastrointestinalniho traktu, a jsou tedy obecné
povazovany za bezpecné. Dale jsou zapojeny do procesu fermentace a tvori dominantni
mikrofloru fermentovanych vyrobkd. Hraji zasadni roli pfi konzervaci potravin, protoze
produkci kyseliny mlécné, kyseliny octové, peroxidu vodiku, bakteriocinu, diacetylu a oxidu
uhli¢itého inhibuji rist mikroorganismt zpusobujicich kazeni potravin nebo potravinovych
patogent [3].

2.1.1 Probiotika

Kysané mlécné vyrobky byly Casto terapeuticky pouzivany dlouho pfed tim, nez byla
uznana existence mikroorganismu a je faktem, ze pouziti mikrobt pfi fermentaci potravin, je
jednou z nejstarSich metod pii vyrobé a konzervaci potravin [4]. Slovo probiotika je odvozené
z feCtiny a znamena "pro zivot" [5]. Probiotika jsou nepatogenni mikroorganismy, které maji
pfi konzumaci v pfiméfeném mnozstvi pozitivni zdravotni pfinos [3]. Existuje nékolik
komercné dostupnych doplikt obsahujicich zivotaschopné mikroorganismy s probiotickymi
vlastnostmi. NejcCastéji pouzivanymi probiotiky jsou bakterie rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium a nepatogenni kvasinky [5]. Bylo prokazano, ze konzumace probiotik je
uziteCna pii prekonavani riznych klinickych stavii od détskych prajmu, prijma spojenych s
antibiotiky, recidivujicich kolitid zptsobenych Clostridium difficile, infekci Helicobacter
pyiori, zanétlivych onemocnéni stfev az po rakovinu a zenské uro-genitalni infekce. K dal§im
prospésnym ucinkiim probiotik patfi zlepSovani nesnasenlivosti laktozy, snizeni hladiny
cholesterolu v krvi, zvySeni vyuziti zivin a snizeni pouzivani antibiotik. Pro viditelny
zdravotni pfinos bylo doporu¢eno mnozstvi log 6 az log 7 probiotickych bakterii na mililitr
nebo gram potravy [3].

2.1.2 Prebiotika

Prebiotika jsou definovany jako nestravitelné fermentujici potraviny, které ptizniveé
ovliviiuji hostitele tim, ze selektivné stimuluji rast a aktivitu jednoho druhu nebo omezeného
poCtu druhti bakterii v tlustém stfevé a to zejména, ne vSak vyhradné, laktobacili a
bifidobakterii [6]. Aby byla prebiotika ucfinna, nesmi dojit k traveni v horni Casti
gastrointestinalniho traktu a musi byt pfednostné vyuzity prospéSnymi mikroby, které jsou
soucasti stfevni mikroflory, casto ¢leny rodu Bifidobacterium. Prebiotika jsou typicky
oligosacharidy a jejich prebioticky potencial vychazi z jejich selektivni fermentace bakteriemi
rodu Bifidobacterium. Prebiotika maji v zasad¢ stejny cil jako probiotika, a to zlepSeni zdravi
hostitele prostfednictvim upravy stievni mikroflory [4].

2.1.3 Rod Bifidobacterium
Rod Bifidobacterium (Obr. 1) patii fylogeneticky do domény Bacteria, kmene
Actinobacteria, ttidy Actinobacteria, tadu Bifidobacteriales a Celedi Bifidobacteriaceae [7].



Bifidobakterie byly pivodné izolovany a popsany v obdobi 1899-1900 Henrym Tissierem.
Tyto gram-pozitivni, anaerobni bakterie byly pivodné nazvany Bacillus bifidus. Nicméng,
dansky mikrobiolog Orla-Jensen navrhl, aby byl B. bifidus klasifikovan jako samostatny rod
pod nazvem Bifidobacterium. Vysvétlil, ze bifidobakterie nepochybné tvoii samostatny rod,
ptipadné tvoii spojovaci ¢lanek mezi bakteriemi mlécného kvaseni a bakteriemi produkujicich
kyselinu propionovou. Nicméné, tehdy jesté nevznikl novy rod a ve 20. stoleti byly tyto
bakterie klasifikovany jako Clenové rodu Lactobacillus kvuli jejich tyCinkovitému tvaru a
fermentacnim vlastnostem. Po podrobnych studiich DNA hybridizace, obsahu guaninu a
cytosinu a jedine¢nych metabolickych funkcich vznikl rod Bifidobacterium [4].

L B~

Obr. 1: Biﬁdol;acterium infantis [ 8]

Bifidobakterie jsou v soucasné dobé zastoupeny vice nez 30 druhy, které byly izolovany
pfevazné z gastrointestinalniho traktu zvifat a lidi. Bifidobakterie maji charakteristickou
morfologii a fyziologii. Jsou nesporolujici, katalaza negativni, nevytvaii plyny, jsou
nepohyblivé a velmi pleomorfni — od kokovitych tvart pres kyjovité utvary az k dlouhym
vétvenym tyCinkam [4, 9, 10]. V nepfiznivych podminkach na médiu bifidobakterie vykazuji
vétveni a pleomorfismus, ackoliv v pfirozeném prostfedi maji vétSinou tvar tycek.
Bifidobakterie jsou popsany jako striktné anaerobni, avSak nékteré druhy mohou tolerovat
kyslik. Citlivost na kyslik se mize u druhi a u riznych kmen v ramci druhu lisit [4]. V
posledni dobé bylo prokazéano, ze kmen B. psychrophilum izolovany ze slepého stfeva prasete
snasi vysoké hladiny kysliku a roste na agarovém médiu za aerobnich podminek [11]. VétSina
lidskych kment bifidobakterii roste pti optimalni teploté 36 - 38°C, zatimco zvifeci kmeny
maji vyssi optimalni teploty rastu a to 41 - 43°C, s vyjimkou kmene B. thermacidophilum,
ktery vykazuje maximalni teplotu ristu pifi 49,5°C [4] a kmene B. psychraerophilum, u
kterého bylo prokazano, Ze roste pii teplotach 4°C [11]. Optimalni pH pro rast je mezi 6,5 a
7,0. Kmeny B. lactis a B. animalis mohou ptezit pii pH 3,5, kmeny Bifidobacterium v
prostiedi s pH vys$§im nez 8,5 nepfeziji. Bunécné stény bifidobakterii maji typickou gram-
pozitivni strukturu, ktera se sklada ze silné vrstvy peptidoglykanu obsahujici polysacharidy,
proteiny a kyselinu teichovou. Aminokyselinové slozeni zakladnich tetrapeptid(i z mureinu se
mohou lisit mezi riznymi druhy, a dokonce i mezi kmeny stejného druhu, a v dusledku toho
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mize byt v nékterych pripadech pouzita pro jejich diferenciaci. Bifidobakterie jsou
sacharolytické organismy a vSechny kmeny maji schopnost fermentovat glukozu, galaktozu a
fruktozu. Glukoza se fermentuje pomoci fruktdza-6-fosfat na kyselinu octovou a kyselinu
mléénou. Rozdily se vyskytuji mezi druhy v jejich schopnosti fermentovat jiné sacharidy a
alkoholy [4]. Bifidobakterie obsahuji také extracelularni enzymy, které katalyzuji hydrolyzu
polysacharidi, jako jsou amylopektin, amylosa a xylan [10].

2.1.4 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus (Obr. 2) patii fylogeneticky do domény Bacteria, kmene Firmicutes,
ttidy Bacilli, tadu Lactobacillales a Celedi Lactobacillaceae 7). Zastupci rodu Lactobacillus
jsou pravidelné nesporulujici grampozitivni tyCinky. Maji fakultativné anaerobni,
mikroaerofilni nebo anaerobni metabolismus. Jsou negativni na katalazu. VétSina druha
zkvasuje laktozu a je schopna rustu pii 45 °C [12].

Obr. 2: Lactobacillus casei [13]

Podle produkt katabolického metabolismu rozdé€lujeme rod Lactobacillus na
homofermentativni mlééné bakterie, které pti fermentaci sacharidi produkuji pouze kyselinu
mlécnou a na heterofermentativni mlééné bakterie, které produkuji mimo kyseliny mlécné
zna¢né mnozstvi ethanolu a oxidu uhli¢itého. Kyselina mlécnd zastavuje rozmnozovani
hnilobnych bakterii a stafylokokli, proto jsou mlécné bakterie vyuzivany ke konzervaci
zeleniny 1 neékterych krmiv. Homofermentativni druhy rodu Lactobacillus napt. L. casei se
pouzivaji v mlékarenském prumyslu pfi piipravé syri. Nékteré druhy rodu Lactobacillus
napt. L. acidophilus se pouzivaji pii pfipravé kvaSeného mléka a napt. L. delbruckii subsp.
bulgaricus pti ptipravé jogurtl. Rod Lactobacillus je velmi rozsifeny v pfirodé€, jeho druhy se
vyskytuji v mléce, kde vyvolavaji pfirozené zkvasSovani laktozy v kyselinu mlécnou, dale

.....

2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mullisem. Jeji
vyhodou je zejména to, ze umoziuje ziskat pozadovanou a specifickou sekvenci genomové
DNA bez jejiho predchoziho klonovani ve vektorech [14].
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2.2.1 Princip PCR

PCR je zalozena na replikaci nukleovych kyselin, kterd je zakladnim molekuldrnim
procesem vSech zivych organismul. Princip PCR spociva v cyklicky se opakujici enzymové
syntéze novych fetézci vybranych usekd dvoufetézcové DNA ve sméru 5 —3°
prostfednictvim DNA polymerazy. Pozadovany usek nukleotidové sekvence je vymezen
pfipojenim dvou primert, které se vazou na protilehlé fetézce tak, ze jejich 3" konce sméfu;ji
proti sobé (Obr. 3), proto po pridani DNA-polymerazy a nukleotidd probiha syntéza novych
vlaken na obou matricovych fetézcich protismérné (Obr. 4). K syntéze DNA jsou pouzivany
termostabilni polymerazy izolované ztermofilnich mikroorganisml, napt. 7ag DNA-
polymeraza z Thermus aquaticus, ktera odolava teplotam, pti nichz DNA denaturuje. Tim je
umoznéno, aby DNA probihala opakované formou cykla (Obr. 4).

Wan

Obr. 3: Princip PCR — denaturace, pfipojeni primert [15]

Pii PCR se v zavislosti na teploté reak¢ni smési pravidelné stfidaji tfi kroky, béhem nichz

probihaji tfi odli§né déje s odliSnymi naroky na teplotu [14]:

e Denaturace dvouretézcovych molekul DNA (94 — 96°C). Dochazi k rozruseni vodikovych
mustkd v molekule DNA a vznika ssDNA. V prvnim cyklu byva zpravidla prodlouzena,
aby probéhla kompletni denaturace templatu (Obr. 3).

e Annealing - pfipojeni primerd k oddélenym fetézcim DNA (30 — 65°C). Teplota zavisi na
teploté tani primerd. Primery nasedaji na specificka mista DNA (Obr. 3).

e Elongace - syntéza novych fetézci DNA prostiednictvim DNA-polymerazy (65 — 75°C),
teplota zavisi na pouzité DNA-polymeraze (Obr. 4). Ve sméru od 5" konce ke 3" konci
prirasta vlakno DNA komplementarni k pavodni molekule DNA. Doba syntézy
v poslednim cyklu byva prodlouzena, aby byl fetézec dosyntetizovan a byl vyloucen
vyskyt neuplnych fragmentt kratsi délky [14, 16].
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‘ (c) Oruhf cyklus syntézy

L e ™ T T 11 77T -

Puvadni templaty

(d) Daldi cykly | (8) Vizualizace produktu

Obr. 4: Princip PCR - elongace [15]

Reakce probihd v zafizeni nazyvaném termocykler, v némz se teplota méni automaticky
v naprogramovanych c¢asovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto procesu se
exponencialné vytvari az miliarda kopii vybraného useku cilové molekuly [14].

2.2.2 Komponenty PCR
Aby PCR reakce probéhla spravne, musi smeés pro PCR nezbytné obsahovat DNA templat,

primery, teplotné¢ stabilni DNA polymerazu a deoxynukleosidtrifosfaty (AINTPs). Primery jsou
oligonukleotidy, které jsou komplementarni k hrani¢nim uUsekim templatové DNA a jsou
nezbytné pro vytvoreni specifického PCR produktu. DNA polymeraza je zasadni enzym pfi
syntéze PCR produktu. Deoxynukleosidtrifosfaty jsou fosforylované nukleosidy, které jsou
pomoci DNA polymerazy spojovany ve vysledny PCR produkt. Mezi nukleotidy, které jsou
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ptitomny v deoxyribonukleové kyselin€, fadime adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin
(G). Dalsimi slozkami reak¢ni smési jsou PCR voda, ktera se pouziva na doplnéni PCR smési
do pozadovaného objemu a PCR pufr, ktery vytvari optimalni prostfedi pro DNA polymerazu.
reakce a jsou potfebné na udrzeni enzymatické aktivity DNA polymerazy [14,16].

Presnost a uspésnost PCR reakce zavisi na pe¢livém navrhu obou primerd. Pfi navrhu
primeru je proto tieba se fidit nékolika dalezitymi pravidly, mezi né€Zz patfi:
e délka zpravidla 18 — 25 nukleotidd,
e obsah G+ C 40 % az 60 %,
e rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary,
e teplota tani primeru alespon 50°C,
e podobna teplota tani u obou primerd,
e specifiCnost primert — na templatové DNA nesmi byt nespecificka vazebna mista

Pfi navrhovani primert Ize vyuzit fadu pocitacovych programi, které umoziuji zohlednit
vySe uvedena pravidla [14]. Jednim z nich je Primer-BLAST, coz je vefejné dostupny nastroj,
ktery pomaha uzivatelim pii navrhu specifickych primerti. Primer-BLAST je dostate¢né
pfizpisobivy k riznym potfebam pifi navrhovani primerti. Uzivatelim umoziuje nejen
navrhovani novych primert, ale i kontrolu specifity jiz existujicich primera [17].

2.2.3 Detekce PCR produktu

Vyslednym produktem PCR reakce jsou amplikony, coz jsou useky DNA definované délky
o velikosti obvykle desitky az tisice bp. Jejich pfitomnost vreakéni smési se obvykle
prokazuje stanovenim jejich velikosti elektroforézou v agar6zovém nebo polyakrylamidovém
gelu [14]. Po obarveni ethidium bromidem se amplifikovana DNA objevi jako pruh
(Obr. 4) [18].

2.2.4 Polymerazova retézova reakce v realném case

Polymerazova fetézova reakce v realném cCase je moderni metoda molekularni biologie,
kterd umoziuje rychlou, citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci specifického useku
DNA nebo RNA.

Podstata PCR v realném case je stejna jako u konvencni PCR stim rozdilem, ze PCR
vrealném cCase umozinuje sledovani prubéhu reakce pifimo béhem reakce pomoci
fluorescencnich sond ¢i barviv, které umoziuji detekovat mnozstvi PCR produktu zvySenim
fluorescencni aktivity. Jeji vyhoda oproti konvenéni PCR spociva v moznosti presného
stanoveni vychoziho poctu kopii cilové templatové sekvence DNA, tedy schopnost
kvantifikace. Provadi se v cyklerech, které¢ umoziiuji jak provadéni teplotniho cyklovani, tak
detekci fluorescence v kazdém cyklu PCR [16].

Stejné jako smés na konvencni PCR musi smés na PCR reakci v redlném cCase obsahovat
DNA templat, dva oligonukleotidové primery komplementarni k DNA sekvenci, kterd ma byt
amplifikovana, dNTPs, coz jsou Ctyfi nukleotidové trifosfaty, teplotné stabilni DNA-
polymerasu a ionty Mg*", které jsou soudasti PCR pufru [19].
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Existuji tfi zakladni metody bézné pouzivané pii detekci mnozstvi amplikoni. Podle toho,
ktera metoda je pouzita, jsou navic v PCR smési obsazeny:
e interkalaCni barviva vazajici se na DNA
e fluorescen¢né znacené sondy
e fluorescencné znac¢ené primery [16].

Nejjednodussi z nich je metoda vyuzivajici fluorescencnich barviv, ktera se interkaluji do
Sroubovice DNA. Nejcastéji pouzivané je fluorescencni kyaninové barvivo SYBR Green L.
Volné rozptylené barvivo v roztoku PCR smési emituje pouze nizké fluorescencni zareni. Po
zaClenéni do wvznikajici dvouSroubovicové struktury DNA, dojde k vysokému narastu
fluorescence. Fluorescencni signal se zvySuje s narustajicim mnozstvi PCR produktu (Obr. 5)
[18]. Nevyhodou pii pouziti fluorescencnich barviv je nemoznost rozliSeni nespecifickych
PCR produktd od specifickych, protoze barvivo SYBR Green I je nespecificky vazano do
jakékoli dvousroubovice DNA, napf. i dimerd primerd. Pozitivem je jeho financni
dostupnost [16].

[TTITTTTTTTTTT I'TTI‘F‘ = Denaturace
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Obr. 5: Princip detekce produktt pii PCR v realném Case [18]

2.2.5 Analyza krivek tani (Melt analyza)

Analyza kiivek tani je Casto pouzivana v polymerazové retézové reakci (PCR) v realném
Case k ovéfeni, jestli byl nasyntetizovan spravny PCR produkt, a Ze na reakci nemaji
neptiznivy vliv zadné dimery primert (Obr. 6) [18].
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Obr. 6: Pouziti analyzy kfivek tani k rozli§eni mezi specifickymi a nespecifickymi PCR
produkty [18]

Dvousroubovicova DNA (dsDNA) je velmi stabilni pfi pokojové teploté. Se vzrustajici
teplotou zacinaji Sroubovice disociovat, dokud nejsou uplné separovany. Teplota, pfi které je
50 % DNA rozdéleno na jednotlivé Sroubovice, se nazyva teplota tani (Tm). Teplota tani
zavisi na délce a na obsahu parovych bazi guaninu a cytosinu v DNA. Protoze jsou parové
baze guanin a cytosin vazany tfemi vodikovymi vazbami, jsou vice stabilni nez parové baze
adeninu a thyminu, které jsou vazany pouze dvéma vodikovymi vazbami. DNA sekvence
s vy$§im obsahem vazebnych parG guaninu a cytosinu ma proto vyssi teplotu tani nez DNA
sekvence obsahujici mensi pocet téchto vazebnych para [2].

Analyza kfivek tani je zalozena na postupném zvySovani teploty po poslednim cyklu PCR
reakce. Predpokladem pro uskutecnéni analyzy kiivek tani je amplifikace templatu
za pritomnosti fluorescen¢niho barviva, které se vaze do dsDNA, naptiklad barviva SYBR
Green. Barvivo SYBR Green se vaze do menS$iho zlabku dsDNA v zavislosti na jeho
nukleotidové sekvenci. Interkalace molekul barviva mezi dsDNA zptisobi dramaticky nartst
signalu fluorescence. Z poCatku je signal fluorescence vysoky kvuli vysokému poctu
dvousroubovicovych amplikoni pfitomnych v PCR smeési. Se vzrastajici teplotou dsDNA
disociuje, barvivo je uvoliiovano a signal fluorescence klesa [2, 18]. Nejvétsi pokles nastava
v uzkém teplotnim rozmezi [20]. Teplota tani amplikonu muize byt uréena z inflexniho bodu
ktivky tani nebo z piku ziskaného zapornou derivaci fluorescence oproti teploté (Obr. 7) [2].

Barvivo SYBR Green je ¢asto pouzivano v analyze kiivek tani k ovéfeni délky a Cistoty
amplikon. Analyza kfivek tani s pouzitim tohoto barviva ale nedokaze rozliSit mezi
amplikony, které vykazuji pouze malé rozdily v sekvencich [2].
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Obr. 7: Analyza ktivek tani [2]

2.2.6 VysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM analyza)

Pokrocila forma analyzy kiivek tani, takzvana vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (high
resolution melting), umoziiuje identifikaci mikroorganismi, genotypizaci ¢i predsekvenacni
skenovani amplifikacnich produktl, analyzu genovych polymorfismii a mutaci, metylacni
analyzu, kvantifikaci nebo mize byt pouzita jako alternativa ke gelové elektroforéze [21].

Teplota tani DNA byla dfive méfena UV absorbanci. K tomuto métfeni bylo potieba
nékolik mikrogrami DNA a teplotni pfirtstek se pohyboval od 0,1 do 1,0 °C/min. Naproti
tomu, fluorescencni analyza kiivek tani DNA je citlivéjsi a k uskutecnéni analyzy staci pouze
nanogramy DNA. Metody méfici teplotu tani DNA pomoci fluorescence se staly popularnimi
s objevem PCR vredlném case. Kapilarni forma a mensi objem vzorku umoznily lepsi
kontrolu teploty a zrychleni teplotniho pfirtstku na 0,1 az 1,0 °C/s [22].
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Predpokladem pro HRM analyzu je pouziti plné satura¢niho barviva, naptiklad LC Green
PLUS, Eva Green, SYTO9 nebo ResoLight. S vysokorozliSovacimi nastroji miize byt ziskana
detailni analyza prabéhu kiivek tani - profil tani, a to diky vyssi presnosti kontroly teploty,
detekci malych teplotnich pfirastka (0,01 — 0,2 °C) a lepSimu ziskavani dat v porovnani
s béznymi pfistroji [2].

2.2.6.1 Dulezité aspekty p¥i navrhovani HRM analyzy

HRM analyza vkombinaci s PCR zahrnuje amplifikaci templatu za pfitomnosti
saturacniho barviva. Nasledné je provedeno vysokorozliSovaci tani amplikont s konec¢nou
analyzou a interpretaci dat. Specifickd a uc¢inna amplifikace templatu je predpokladem pro
ziskavani spolehlivych a reprodukovatelnych profila tani.

Navrzeni primert a optimalizace podminek pii PCR reakci jsou proto rozhodujici kroky
v rozvoji metod zalozenych na HRM analyze. V navrhovani primerd pro HRM analyzu se l1ze
fidit obecnymi pravidly pro navrhovani primert se specialnim dirazem na vyhnuti se vzniku
nespecifickych produktd, napt. dimer primerti. Délka amplikon( ovliviiuje citlivost nasledné
HRM analyzy, amplikony by nemély byt slozeny z vice neZ tii set pard bazi. Cim jsou
amplikony delsi, tim mensi bude rozdil v kfivkach tani, ktery bude zplsobeny malymi
sekvencnimi rozdily.

Podminky PCR reakce musi byt optimalizovany tak, aby bylo dosazeno ucinné
amplifikace, coz se projevi nizkou hodnotou Ct. Koncentrace MgCl; je jednim z parametrq,
které siln¢€ ovliviiuji profil tani dSDNA. Proto musi byt tyto podminky optimalizovany velmi
dikladn€. Jinymi dalezitymi aspekty jsou kvalita a mnozstvi vzorku DNA. DNA by méla byt
intaktni a vysoce Cista [2].

2.2.6.2 Komponenty HRM analyzy

Primery pro HRM analyzu byvaji navrhovany z hypervariabilnich oblasti. Bakterialni geny
pro 16S rRNA obsahuji devét hypervariabilnich oblasti (V1 — V9), které vykazuji u odliSnych
druhi bakterii zna¢né sekvenéni rozdily. Druhové specifické sekvence vramci dané
hypervariabilni oblasti predstavuji uziteCny cil pro diagnostické testy a dalsi védecké
zkoumani [23]. Pfi analyze bakterii mlééného kvaSeni jsou cCasto pouzivany primery
z hypervariabilni oblasti V1 nazyvané P1VI1, P2V1 [1, 24, 25]. V soucasné dobé je
sekvenovani genu pro 16S rRNA jednou znejpouzivanéjSich metod pro identifikaci
mikroorganismi [26].

Pii HRM analyze je vhodné pouzit plné saturacni fluorescencni barvivo napt. SYTOO.
Skupina barviv SYTO9 ma mnoho vlastnosti, diky kterym jsou vhodné k oznacovani bungk,
napt. dobrou prostupnost membranou a nizkou cytotoxicitu. Stejné jako barvivo SYBR
Green I se po navazani na dvouvlaknovou DNA stava silné fluorescentnim. Na rozdil od
barviva SYBR Green I barvivo SYTO9 umoziuje amplifikaci DNA jiz pfi nizkych
koncentracich a vytvari robustni kiivky tani, které nejsou ovlivnény koncentraci DNA [27].

2.2.6.3 Analyza dat

Tani amplikond je zpisobeno postupné se zvysujici teplotou po poslednim PCR cyklu.
Navzdory amplifikaci za optimalizovanych podminek a pouziti podobného pocateCniho
mnozstvi DNA, mohou nastat rozdily ve fluorescen¢nim signalu. Tyto rozdily jsou obvykle
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pri¢itany standardizaci celkovych fluorescencnich hodnot ziskanych pted a po tani ze 100 %
na 0 %. Proto, aby se rozliSily a zdlraznily malé odlisnosti mezi jednotlivymi kiivkami tani,
jsou pouzity rozdilné déje ziskané odectenim ktivky tani vzorku od kfivky tani referen¢niho
vzorku. Obecné, Uplné prekryti kiivek vzorkl s referencni kfivkou ukazuje, Zze oba amplikony
maji stejnou sekvenci. Neékteré pristroje umoziuji upravit teplotu prekryti kfivek tani
v urCitém intervalu fluorescence, tzv. standardizaci posunem teploty [2].

2.2.6.4 P¥istroj ECO™ Real-time PCR system (Illumina)

Piistroj ECO™ Real-time PCR system (Illumina) (Obr. 8) umoziiuje PCR v realném &ase,
dale absolutni a relativni kvantifikaci, metodu alelické diskriminace, analyzu kfivek tani,
vysokorozliSovaci analyzu kiivek tani a multiplexni PCR v realném case. Pfistroj je rychly,
40 cykld PCR zvladne za 40 minut. Jeho opticky systém obsahuje dvé sady 48 LED svétel,
které zajistuji excitacni energii pro Sirokou Skalu fluoroforti. Jako detektor je pouzivana CCD
kamera se 4 filtry. Do pfistroje se vejde az 48 vzorka o objemu 5 — 20 pl. Pfi HRM analyze je
fluorescence snimana v kazdé 0,1 °C [28].

Obr. 8: Piistroj ECO™ Real-time PCR system (Illumina)

2.2.6.5 Vyhody HRM analyzy

Pouziti PCR v realném c€ase spolu s HRM analyzou ma nékolik vyhod oproti konvencni
PCR. Prvni vyhodou je, ze neni nutné pfipravovat gely a pouzivat tak nebezpe¢né chemikalie.
Metoda je téz rychlejsi nez elektroforéza [21]. Analyza probiha v uzavieném systému, ¢imz je
snizeno riziko kontaminace [29]. Vzhledem k tomu, Ze je tato metoda nedestruktivni, mohou
byt amplikony, pokud je ziskan nejednoznacny vysledek, analyzovany na gelu [21].

VysokorozlisSovaci analyza ktivek tani je rychlej$i, jednodussi a levnéjsi nez alternativni
metody vyzadujici separaci nebo oznacené sondy [30].
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2.2.6.6 PouZiti HRM analyzy

K identifikaci druhli mikroorganismti je pouzivana HRM analyza ribozomalnich gent.
Jednou zprvnich uvefejnénych aplikaci HRM analyzy byla identifikace druht rodu
Mpycobacterium. Pomoci HRM analyzy je mozné rozliSit 1 plisn€é napf. rodu
Cryptococcus [31].

S vyuzitim HRM analyzy lze identifikovat napf. nestartujici bakterie mlééného kvasent,
mezi které patii zeyména bakterie rodu Lactobacillus, a které maji vyznamnou roli u mnoha
syra zvlasté ve fazi zrani [25], dale 1ze identifikovat bakterie skupiny L. casei a zafadit je do
druha L. casei, L. paracasei nebo L. rhamnosus [24]. Metoda byla rozvijena i pro identifikaci
nozokomialnich bakterii Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus [29].

V potravinaistvi byla pomoci HRM analyzy ovéfovana identita kultivart révy vinné, ryze
Basmati. Dale je mozné rozlisit druhy citrusa a jejich hybridu, kultivary tfesni a Cocky.

Z patogennich mikroorganismt vyskytujicich se v potravinach lze rozlisit rody Listeria,
Salmonella, Staphylococcus, Bacillus, Escherichia.

Nékteré studie dokladaji pouziti HRM analyzy v analyze geneticky modifikovanych
organismu a detekci alergenti v potravinach, napt. mandli [2].

Lin et al., 2014 zkoumal pouziti HRM analyzy v kvéasku z Cervené a bilé mouky ciroku,
kde byly k fermentaci pouzity Lacobacillus fermentum, L. plantarum, L. paracasei a L.
reuteri [38].

V klinickém vyzkumu a diagnostice je vyuzivano toho, ze HRM analyza umoziuje
analyzu genovych polymorfismi a mutaci, genotypizaci a identifikaci a rozlieni
homozygotnich a heterozygotnich variant gent [21, 22, 32, 33].
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3 CiL PRACE

Tématem prace je zavedeni metody PCR v realném cCase s vysokorozliSovaci analyzou
kiivek tani (PCR-HRMA) za ucelem analyzy mikroflory ve vybraném komplexnim vzorku
potraviny (probioticky vyrobek) obsahujicim smés mikroorganismda.

Dosazeno by mélo byt téchto cilt:

1. Vypracovani literarni reSerSe na dané téma za vyuziti aktualni literatury

2. Izolace DNA z vybraného probiotického vyrobku

3. Amplifikace bakterialni DNA pomoci konvencéni PCR a PCR-HRMA

4. Vyhodnoceni ziskanych dat na zakladé porovnani vysledkl analyzy DNA izolované
z probiotického vyrobku s DNA vybranych Cistych bakterialnich kultur (sbirkové
kmeny).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny

V diplomové praci byly pouzivany sbirkové kmeny (Tabulka 1) pochazejici z Ceské sbirky
mikroorganismi (CCM, Brno, CR), ze Sbirky mlékaiskych mikroorganismii (CCDM, Tabor,
CR) a ze sbirky mikroorganismi American Type Culture Collection (ATCC). Dale byly pouzity
kultury (oznaceni RB), které byly precistény z izolatu vzorkl stolice zdravych, plné kojenych
déti (prof. Ing. Vojtéch Rada, CSc., CZU, Praha).

Tabulka 1: Sbirkové kmeny

Kmen

Oznaceni kmene

Kmen

Oznaceni kmene

Bifidobacterium longum — CCM4990 Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6
Bifidobacterium longum  ATCC 1570-7 Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6
Bifidobacterium animalis CCM 4988" Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6
Bifidobacterium animalis RB1-M8 Bifidobacterium sp. RB-39 AP
Bifidobacterium bifidum  CCM 3762 Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6
Bifidobacterium infantis ~ CCDM 232 Bifidobacterium sp. RB-48P
Bifidobacterium infantis ~ ATCC17930 Bifidobacterium sp. RB-40P
Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 | Bifidobacterium sp. RB-38BP

4.1.2 Komplexni vzorek

Jako komplexni vzorek byla pouzita tableta ProbioActiv s vitaminem B od firmy Liftea.
Slozeni jedné tablety je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2: Slozeni 1 tablety

e, Deklarované
. .. L, Probiotické .,
SloZeni 1 tablety Pridatné latky . mnozstvi
bakterie .
bunék
inulin 130 mg plnidlo: stearan B. longum 9.10°
cekanka obecna suchy exktrakt 65 mg | hoteCnaty B. infantis 9.10%
kyselina nikotinova 18,0 mg obal tobolky: B. bifidum 9.10%
pyridoxin hydrochlorid 2,0 mg zelatina, barvivo | L. casei 9.10%
thiamin hydrochlorid 1,4 mg oxid titaniCity L. acidophilus | 9.10°
riboflavin 1,6 mg E171 L. bulgaricus | 2,5.10°

4.1.3 Chemikalie a roztoky

Na ptipravu médii a roztoka byly pouzity nasledujici chemikalie:
Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Brno, CR)
Ethanol (Lachema, Brno, CR)

Ethidiumbromid (Sigma, St. Louis, USA)
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Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Lachema, Brno, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

PCR agardza (Top-Bio, Praha, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PEG 6000 (Sigma, St. Louis, USA)

Proteinaza K (100 mg/ml) (Serva, Heidelberg, SRN)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Amresco, Solon, USA)

4.1.3.1 Roztoky pro pripravu hrubych lyzatiu bunék 7 komplexniho vzorku
Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle navodu ve skriptech
Analyza vybranych druhtt bakterii mlééného kvaseni pomoci metod molekularni
biotechnologie [34].
0,5 M EDTA (pH 8,0)
1 M Tris-HCI (pH 7,8)
Lyza¢ni roztok B (obsah lysozymu 10mg/ml)
Roztok SDS (20%)
Proteinaza K

4.1.3.2 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosici
Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle navodu ve skriptech
Analyza vybranych druhtt bakterii mlééného kvaseni pomoci metod molekularni
biotechnologie [34].
5 M NaCl
40 % PEG 6000
70 % ethanol
1 x TE pufr

4.1.3.3 Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu
Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle navodu ve skriptech
Analyza vybranych druhtt bakterii mlééného kvaseni pomoci metod molekularni
biotechnologie [34].
5 x TBE pufr
0,5 x TBE pufr
Nanaseci pufr (6x koncentrovany)
PCR vkladaci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)
0,5 png/ml ethidiumbromid
Agarozovy gel o hustoté 0,8 %
Agarozovy gel o hustoté 1,8 %
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4.1.3.4 Magnetické castice pro izolaci DNA

Castice byly syntetizovany ing. D. Horakem, CSc. z Makromolekularniho ustavu
Akademie v&d CR, Praha. Poly-(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat
(P(HEMA-co GMA)) (1:1) byly pokryty karboxylovymi skupinami. Primér ¢astic byl 2,2 um
s obsahem COOH skupin 2,67 mM/g a obsahem Zeleza 6,5%.

4.1.3.5 PCR komponenty

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)
PCR pufr kompletni — reak¢ni pufr 10 x PCR Blue Buffer (obsahujici MgCl,) pro Tag DNA
polymerazu 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)
dNTP smés (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)
primery (10 pmol/ul) — Tabulka 3 a 4 (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)
Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/pl) (Top-Bio, Praha, CR)

qPCR 2x SYTO 9 Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)

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

Tabulka 3: Seznam pouzitych primerd pro PCR

Primer Sekvence primeru (5°- 37) ;) éoRdzlbl:) Reference
R _eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 [35]
F_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT
Pbi F1 CCGGAATAGCTCC 014 [36]
Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT GTG AA
Tabulka 4: Primery pro HRM analyzu
Primer Sekvence primeru (5°- 37) ;) éoRdzlbl:) Reference
P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC 90 (1]
P2v1 TTC CCC ACG CGT TAC TCA CC
LAC1 AGC AGT AGG GAATCT TCC A 350 [37]
LAC2 ATT TCA CCG CTA CAC ATG
LsppUPF | TCC TAC GGG AGG CAG CAG T ] [38]
LsppUPR | GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTGTT
V3-F CCA GAC TCC TAC GGG AGG CAG ] 39]
V3-R CGT ATT ACC GCG GCT GCT G
V6-F TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A ] [39]
V6-R AGC TGA CGA CAG CCATGC A

4.1.4 Pristroje a pomucky
Bézné laboratorni sklo, umélohmotny material a bézné laboratorni pomicky
Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
ECO™ Real-time PCR system (Illumina, USA)
Laboratorni vahy B0430 (Ohaus, USA)
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Magneticky separator InvitrogenTM (Invitrogen Dyal AS, Oslo, Norsko)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

MikrovInna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

Minicykler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA)

Nanodrop ND-2 000/2 000c (Thermo Scientific, USA)

Oc¢kovaci box (Fatran, CR)

Rotor-Gene 6000 (Corbett, Australie)

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

Transilluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

Zdroj elektrického napéti Enduro Power supplies, model E0303 (Labnet
international, Inc., USA)

4.2 Metody

Jednotlivé metody a postupy byly provedeny podle skript pro laboratorni cviceni Analyza
vybranych druhti bakterii mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biotechnologie [2].

4.2.1 Izolace DNA z komplexniho vzorku

4.2.1.1 Priprava hrubého lyzdatu bunék z komplexniho vzorku

Tableta, byla steriln¢ odebrana a rozdrcena. K 1 tableté¢ bylo pfidano 2,25 ml lyzaéniho
roztoku B (obsah lysozymu 10 mg/ml) a tableta byla rozpusténa. Po 1 hodiné inkubace pfi
laboratorni teploté bylo k vzorku pfidano 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinazy K (1 mg/ml).
Vzorek byl inkubovan pfi teploté 55 °C do druhého dne. Nasledné byl vzorek zamrazen pfi
teploté -20 °C.

4.2.1.2 Izolace DNA z hrubého lyzdatu bunék pomoci magnetickych Cdstic
Hruby lyzat bunék byl rozmrazen a promichan. Podle Tabulky 5 byla pfipravena smes,

kteréa byla promichéana a inkubovana 15 minut pfi laboratorni teplot¢.

Tabulka 5: Slozeni smési na izolaci DNA pomoci magnetickych ¢astic

Poradi Komponenty Objem jednotlivych
komponent komponent (pl)
1 NaCl (5M) 400
2 Hruby lyzat bunék 100
3 PEG (40 %) 400
4 Magnetické ¢astice (2 mg/ml) 100

Castice s navazanou DNA byly odseparovany pomoci magnetického separatoru pii
laboratorni teplot¢ po dobu 15 minut. Supernatant byl odpipetovan. Zkumavka
s magnetickym nosi¢em s navazanou DNA byla promyta 1 ml 70 % ethanolu. Castice
s navazanou DNA byly odseparovany pomoci magnetického separatoru pti laboratorni teploté
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po dobu 2 minut. Ethanol byl odpipetovan a zkumavky byly ponechany v horizontalni poloze
pti laboratorni teploté do vyprchani ethanolu. DNA byla eluovana do TE pufru s pH 7,8 pfii
laboratorni teploté do nasledujiciho dne. Castice byly odseparovany po dobu 2 minut pfi
laboratorni teploté. Eluovana DNA byla odpipetovana do Cisté zkumavky. Takto pfipravena
smés byla pouzita pro konvencni PCR, PCR v realném ¢ase a HRM analyzu.

4.2.2 Stanoveni koncentrace DNA

Vzorky DNA sbirkovych kment, které byly obdrzeny od vedouci diplomové prace, a
realny vzorek byly promichany a zcentrifugovany. Koncentrace DNA byla stanovena
spektrofotometricky pomoci pristroje nanodrop. Jednotlivé vzorky byly proméfeny pti vinové
délce 230 — 280 nm proti TE pufru (pH 7,8). Z poméru hodnot Azsonm/A280nm byla stanovena
Cistota DNA. Pomér absorbanci ¢isté DNA se pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,0, pokud je pomér
mensi nez 1,8, vzorek obsahuje proteiny, pokud je pomér vétsi nez 2,0, vzorek obsahuje
RNA.

4.2.3 Agarézova gelova elektroforéza DNA

DNA byla vyfedéna na koncentraci 100 ng/ul a objem 100 pl. Na gelovou elektroforézu
byl pfipraven agarozovy gel o hustoté 0,8 %.

Do nanaseci komirky gelu bylo naneseno 20 pul DNA a 4 pl nanaseciho pufru (6x
koncentrovaného). Byla spusténa elektroforéza, ktera bézela 90 minut pfi napéti 80 V. Poté se
gel barvil vlazni ethidium bromidu (0,5 pg/ml) a po obarveni byl umistén do UV
transiluminatoru a vyfotografovan.

4.2.4 Polymerazova retézova reakce

Veskeré komponenty byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C. VSechny
komponenty pro pifipravu smési pro PCR byly pfed pouzitim rozmrazeny, zkontrolovany a
kratce zcentrifugovany. PCR smeés se michala v boxu, ktery byl vysterilizovany UV zafenim.

4.2.4.1 SloZeni PCR smési pro konvencéni PCR
Pouzivané smési jsou uvedené v Tabulce 6.

Tabulka 6: Pouzivané PCR smési (objem v [pl])

Doména | Rod

Komponenty PCR Bacteria | Bifidobacterium
PCR voda 18,5 19
PCR pufr 2,5 2,5
dNTP (10 mM) 0,5 0,5
5¢ primer (10 pmol/ul) 1,0 0,5
3¢ primer (10 pmol/pl) 1,0 0,5
DNA polymeraza (1U/ pl) 1,0 1,0
DNA matrice o koncentraci 100 ng/ ul 0,5 1,0
pro doménu Bacteria a 10 ng/ pl pro

rod Bifidobacterium
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4.2.4.2 Programy amplifikace pro konvencéni PCR
Programy amplifikace pouzivané v této diplomové praci jsou zaznamenany v Tabulce 7,
kde jednotlivé fadky odpovidaji kroktim:
1. Denaturace DNA pied prvnim cyklem
. Denaturace DNA
. Hybridizace primert
. Syntéza fetézci DNA
. Pocet cykla (opakovani kroka 2 az 4)
. Dosyntetizovani fetézce v poslednim kroku
. Ochlazeni PCR produktu

~N O D KW

Tabulka 7: Seznam pouzitych amplifikacnich programt

Eubacter BIFI914
1. | 94°C/5 min 94°C/5 min
2. | 94°C/30s 94°C/1 min
3. | 56°C/30s 50°C/1 min
4. | 72°C/1 min 72°C/2 min
5. | 34 cykla 29 cykla
6. | 72°C/7 min 72°C/10 min
7. | 10°C 10°C

4.2.5 Agarézova gelova elektroforéza PCR produktu

Na gelovou elektroforézu PCR produkti byl ptipraven agarozovy gel o hustoté 1,8 %. Do
vzorku byl pfidan nanaSeci pufr v poméru 5:1, k 25 pul PCR smési bylo pfidano 5 pl
nanaseciho pufru (6x koncentrovaného).

Do nanasecich komurek gelu bylo naneseno 15 pl smési PCR a nanaseciho pufru a do
jedné komurky bylo naneseno 5 pul DNA standardu (100 bp). Po umisténi gelu do vanicky a
preliti gelu 0,5x TBE pufrem byla Spusténa elektroforéza, ktera bézela 90 minut pii napéti 80
V. Poté byl gel barven ethidium bromidem (0,5 ug/ml), po obarveni byl umistén do UV
transiluminatoru a vyfotografovan.

4.2.6 PCR v redlném case a vysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM analyza)

Veskeré komponenty byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C. VSechny
komponenty pro pifipravu smési pro PCR byly pfed pouzitim rozmrazeny, zkontrolovany a
kratce zcentrifugovany. PCR smés se michala v boxu, ktery byl vysterilizovany UV zafenim.
Na HRM analyzu bylo smés nutné nanést na desticku urcenou do pfistroje ECO™ Real-time
PCR system (Illumina).

4.2.6.1 Bioinformatickad analyza

Pro bioinformatickou analyzu nukleotidovych sekvenci byl pouzit BLAST dostupny na
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Analyzou byla kontrolovana specifita primera.
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4.2.6.2 SloZeni PCR smési pro PCR v redlném case a HRM analyzu

Pouzivané smési pro amplifikaci PCR v realném case s naslednou HRM analyzou jsou

uvedené v Tabulce 8.

Tabulka 8: Pouzivané PCR smési pro HRM analyzu [40]

Komponenty P1V1 | LAC1 | LsppUPF | V3F | V6F

P2V1 | LAC2 | LsppUPR | V3R | V6R
PCR voda 9,5 9,5 951 95| 95
qPCR SYTO 9 Master Mix | 12,5 12,5 12,5 12,5| 12,5
Primer 1 (10 pmol/pl) 1 1 1 1 1
Primer 2 (10 pmol/pl) 1 1 1 1 1
DNA matrice (10ng/pl) 1 1 1 1 1
Celkem 25 25 25 25 25

4.2.6.3 Programy amplifikace pro PCR v redlném case a HRM analyzu

Programy amplifikace pouzivané v této diplomové praci jsou zaznamenany v Tabulce 9,

kde jednotlivé fadky odpovidaji kroktim:

1.
. Denaturace DNA

. Hybridizace primert

. Syntéza fetézci DNA
. Pocet cykla (opakovani kroka 2 az 4)
. Dosyntetizovani fetézce v poslednim kroku
. HRM analyza

~N O D KW

Denaturace DNA pted prvnim cyklem

Tabulka 9: Seznam pouzitych amplifikacnich programti pro HRM analyzu

P1V1 LAC1 LsppUPR V3F V6F
P2V1 LAC2 LsppUPF V3R V6R
1. | 95°C/5 min | 95°C/5 min | 95°C/5 min 95°C/5min
2. | 95°C/30s 95°C/30 s 95°C/10 s 95°C/30s
3. | 53°C/30s 61°C/30 s 60°C/30 s 60°C/60s
4. | 72°C/1 min | 72°C/1 min | 72°C/10 s 72°C/60s
5. |30 cykla 30 cykla 45 cykla 45cyklu
6. | 72°C/5 min | 72°C/5 min | 72°C/5 min 95°C/30s
28°C/30s
72°C/5min
7. 1 95°C/15s 95°C/15 s 95°C/15 s 95°C/15s
55°C/15 s 55°C/15 s 55°C/15 s 55°C/15s
95°C/15 s 95°C/15 s 95°C/15 s 95°C/15s

4.2.7 Agarézova gelova elektroforéza PCR produktu

Specifické PCR produkty byly detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy dle

postupu uvedeného v kapitole 3.2.5.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje nanodrop.

S.1.1 Sbirkové kmeny

Koncentrace DNA byla zméfena spektrofotometricky (Tabulka 10) a poté byla vyfedéna

na ¢ = 100 ng/ul.

Tabulka 10: Koncentrace a ¢istota DNA

Kmen c (ng/ul) | Az60nm | A280nm iZGOnm/ iZGOnm/
280nm 230nm
B. longum CCM4990 1186,3 23,727 | 11,983 | 1,98 2,07
B. longum ATCC 1570-7 328 6,56 3,199 2,05 1,99
B. animalis CCM 4988T 490,9 9,817 4,724 2,08 2,09
B. animalis RB1-M8 2221 4,443 2,189 2,03 1,93
B. bifidum CCM 3762 408,8 8,177 3,941 2,07 2,01
B. infantis CCDM 232 1084,1 21,681 | 11,327 | 1,91 2,23
B. infantis ATCC17930 767 15,34 7,976 1,92 2,18
Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 | 268,1 5,362 2,771 1,94 1,7
Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 | 4977 9,953 5,261 1,89 2
Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 | 360,6 7,211 4,035 1,79 1,67
Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 | 3043 6,086 3,385 1,8 1,84
Bifidobacterium sp. RB-39 AP 146,3 2,927 1,48 1,98 1,4
Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 | 371,8 7,436 3,954 1,88 1,98
Bifidobacterium sp. RB-48P 135 2,701 1,386 1,95 1,68
Bifidobacterium sp. RB-40P 2264 4,527 2,191 2,07 0,87
Bifidobacterium sp. RB-38BP 1341 2,683 1,309 2,05 1,6

Z pomeéru hodnot Ajsonm/Azsonm byla stanovena Cistota DNA. Pomér absorbanci ¢isté DNA
se pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,0, pokud je pomér mensi nez 1,8, vzorek obsahuje proteiny,
pokud je pomér vétsi nez 2,0, vzorek obsahuje RNA. DNA ve vzorcich sbirkovych kment
byla vétSinou Cista, pouze v n¢kolika pripadech vySel pomér absorbanci vétsi nez 2,0, vzorky
obsahovaly RNA. U jednoho vzorku vySel pomér absorbanci mensi nez 1,8, vzorek obsahoval
proteiny.
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5.1.2 Komplexni vzorek

Koncentrace DNA byla zméfena spektrofotometricky (Tabulka 11) a poté byla vyfedéna
na ¢ = 10 ng/pl.

Z pomeéru hodnot Azeonm/Azsonm byla stanovena Cistota DNA v komplexnim vzorku. DNA
ve vzorku 3 byla Cistd, ve vzorcich 1 a 2 vySel pomér absorbanci mensi nez 1,8, vzorky
obsahovaly proteiny.

Tabulka 11: Koncentrace a ¢istota DNA v komplexnim vzorku

Vzorek ¢ (ng/pl) A 260 A 280 260/280 260/230
1 139,3 2,786 1,552 1,79 0,99
2 1403 2,806 1,684 1,67 1,1
3 115,6 2312 1,19 1,94 0,88

5.2 Agarozova gelova elektroforéza DNA

Pomoci agarozové gelové elektroforézy (0,8 % agardézovy gel) byla ovéfena intaktnost
DNA ve vzorcich sbirkovych kment (Obr. 9).

DNA ve vzorcich byla relativné intaktni, v béhu 2 — 5 byla DNA ¢astecné degradovana,
coz mohlo byt zptsobeno stafim vzorkt DNA. Nekteré vzorky obsahovaly i RNA.

D llobl 12 1514+ 15 °18

DNA

ENA
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Béh | Kmen Intaktnost DNA
1. B. longum CCM4990 ++
2. B. longum ATCC 1570-7 -
3. B. animalis CCM 4988T -
4. B. animalis RB1-M8 -
5. B. bifidum CCM 3762 -
6. B. infantis CCDM 232 +++
7. B. infantis ATCC17930 +++
8. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 ++
0. Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 -/+
10. | Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 +
11. | Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 ++
12. | Bifidobacterium sp. RB-39 AP -/+
13. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 +
14. | Bifidobacterium sp. RB-48P +
15. | Bifidobacterium sp. RB-40P +
16. | Bifidobacterium sp. RB-38BP -/+
7 e s o e SRR ruzna intenzita detekce DNA

....................... DNA nedetekovana

Obr. 9: Gelova elektroforéza DNA — ovéfeni intaktnosti DNA

5.3 Polymerazova retézova reakce

5.3.1 PCR s primery pro doménu Bacteria

DNA sbirkovych kment (o koncentraci 100 ng/ul) a komplexniho vzorku (o koncentraci

10 ng/ul) byla amplifikovana metodou polymerazové fetézové reakce s primery pro doménu

Bacteria (Tabulka 3). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus gasseri K7

(10 ng/ul). PCR reakce probihala podle programu Eubacter (Tabulka 7) a slozeni PCR smési

je uvedené v Tabulce 6. Po amplifikaci byly metodou agar6zové gelové elektroforézy (1,8 %

agarozovy gel) detekovany specifické PCR produkty o velikosti 466 bp (Obr. 10 a Obr. 11). U
vzorkl sbirkovych kment i u komplexniho vzorku (Obr. 10) sice byla negativni kontrola

kontaminovana, ale intenzita byla mnohonasobné nizsi nez u vzorkd, tudiz se 1ze domnivat, ze
vzorky obsahovaly bakterialni kmen.
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1500 bp
1000 bp

Béh | Kmen PCR produkt
1. B. longum CCM4990 +++
2. B. longum ATCC 1570-7 ++
3. B. animalis CCM 4988T +++
4. B. animalis RB1-M8 ++
5. B. bifidum CCM 3762 ++
6. B. infantis CCDM 232 +++
7. B. infantis ATCC17930 +++
8. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 +++
0. Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 +++
10. | Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 +++
11. | Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 +++
12. | Bifidobacterium sp. RB-39 AP +++
13. | DNA standard (100 bp)

14. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 +++
15. | Bifidobacterium sp. RB-48P +++
16. | Bifidobacterium sp. RB-40P +++
17 | Bifidobacterium sp. RB-38BP +++
18. | Negativni kontrola -/+
19. | Pozitivni kontrola ++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR
e produkt PCR nedetekovan

Obr. 10: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktd specifickych pro doménu
Bacteria (466 bp) sbirkovych kmenti
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1300 bp

1000 bp

500 bp
Produkt PCR

Béh | Vzorek PCR produkt
1. Komplexni vzorek 1 +
2. Komplexni vzorek 1 +
3. Komplexni vzorek 2 +
4. Komplexni vzorek 2 +
5. DNA standard (100 bp)

6. Komplexni vzorek 3 +
7. Komplexni vzorek 3 +
8. Negativni kontrola -
0. Pozitivni kontrola ++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR

e produkt PCR nedetekovan
Obr. 11: Agardzova gelova elektroforéza PCR produktd specifickych pro doménu
Bacteria (466 bp) komplexniho vzorku

5.3.2 Rodové specificka PCR pro rod Bifidobacterium

Vzorky sbirkovych kment byly vyfedény na koncentraci 10 ng/ul. DNA vsech vzorka byla
amplifikovana metodou polymerazové retézové reakce s rodove specifickymi primery Pbi F1
a Pbi F2 (Tabulka 3). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Bifidobacterium infantis
ATCC 17930 (10 ng/ul). PCR reakce probihala podle programu BIFI rod (Tabulka 7) a
slozeni PCR smési je uvedené v Tabulce 6. Po amplifikaci byly metodou agar6zové gelové
elektroforézy (1,8 % agarozovy gel) detekovany specifické PCR produkty o velikosti 914 bp
(Obr. 12 a Obr. 13). Lze se tedy domnivat, ze vzorky obsahovaly DNA rodu Bifidobacterium.
Vzorky, u nichz byla DNA nedetekovatelna nebo byla detekovatelna pouze slabé, byly

vyfazeny.
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10 1112 13 1415 16 N P

500 bp

Béh | Kmen PCR produkt
1. B. longum CCM4990 +++
2. B. longum ATCC 1570-7 -/+
3. B. animalis CCM 4988T +
4. B. animalis RB1-M8 -
5. B. bifidum CCM 3762 -
6. B. infantis CCDM 232 +++
7. B. infantis ATCC17930 +++
8. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 +++
0. DNA standard (100 bp)

10. | Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 +++
11. | Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 +++
12. | Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 +++
13. | Bifidobacterium sp. RB-39 AP +++
14. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 +++
15. | Bifidobacterium sp. RB-48P +++
16. | Bifidobacterium sp. RB-40P +++
17. | Bifidobacterium sp. RB-38BP +++
18. | Negativni kontrola -
19. | Pozitivni kontrola +++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR
e produkt PCR nedetekovan

Obr. 12: Agardzova gelova elektroforéza specifickych PCR  produktd pro rod
Bifidobacterium (914 bp) u vzorka sbirkovych kment
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500 bp

Béh | Vzorek PCR produkt
1. Komplexni vzorek 1 ++
2. Komplexni vzorek 1 ++
3. Komplexni vzorek 2 ++
4. Komplexni vzorek 2 ++
5. DNA standard (100 bp)

6. Komplexni vzorek 3 ++
7. Komplexni vzorek 3 ++
8. Negativni kontrola -
0. Pozitivni kontrola +++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR
e produkt PCR nedetekovan

Obr. 13: Agardzova gelova elektroforéza specifickych
Bifidobacterium (914 bp) u komplexniho vzorku

PCR produkti

pro

rod
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5.4 PCR v reilném case a vysokorozliSovaci analyza krivek tani

DNA vybranych sbirkovych kment rodu Bifidobacterium (o koncentraci 10 ng/ul) byla
amplifikovana metodou polymerazové fetézové reakce vrealném Case sprimery dle
Tabulky 4. PCR reakce probihala podle programt uvedenych v Tabulce 9 a sloZzeni PCR
smési je uvedené v Tabulce 8. Nasledné byla provedena vysokorozliSovaci analyza kiivek
tani podle programi uvedenych v Tabulce 9. Po amplifikaci byly metodou agar6zové gelové
elektroforézy (1,8 % agardzovy gel) detekovany specifické PCR produkty.

5.4.1 PCR v reilném ¢ase a HRM analyza krivek tani s pouzitim primera P1V1, P2V1

Bylo provedeno ne€kolik méfeni. Vysledky byly vyhodnoceny na zékladé analyzy v cykleru
ECO™Real-time PCR system (Illumina) (Obr. 14 ).

ECO™ Real-time PCR system Illumina méfi pfi vysokorozliSovaci analyze kiivek tani
teplotu tani na 1 desetinné misto. Pfesto, ze v publikacich, kde byly také pouzivany primery
P1V1 a P2V1, jsou uvedeny jako teploty tani riznych kment teploty odlisné o 0,03 — 0,09 °C,
v této praci budou vzhledem k moznostem pfistroje jako teploty tani riznych kmend brany
teploty odlisné o 0,1 °C. Teplotu tani Tm1 (Tabulka 12) analyticky program cykleru ptiradil
nejvyraznéjSimu piku. Tato teplota odpovida teploté tani specifického produktu. Teploty tani
Tm2 a Tm3 odpovidaly pravdépodobné teplotam tani nespecifickych produkta, protoze pfi
ovéreni gelovou agardzovou elektroforézou (Obr. 15) byl na gelu detekovan u vSech vzorku
jeden specificky produkt. U B. animalis (béh ¢. 2) byl zobrazen i nespecificky produkt.
Nespecifické produkty mohly vzniknout z divodu, ze primery P1VI1, P2V1 nebyly zcela
specifické pro rod Bifidobacterium.

Tabulka 12: Naméfené hodnoty Tm [°C] s pouZzitim primera P1V1, P2V1

Bakterialni kmen/primery F1Vi, F2vi

Tml Tm?2 Tm3
B. longum CCM4990 83,5 85
B. animalis CCM 4988T 84,4 87,8 74,5
B. infantis CCDM 232 85,2
Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 84,5
Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 84,8
Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 84,6 82,5
Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 84,7
Bifidobacterium sp. RB-39 AP 86,9 80,6
Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 81,6 83,1
Bifidobacterium sp. RB-48P 85,1
Bifidobacterium sp. RB-40P 84,5
Bifidobacterium sp. RB-38BP 84,5
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Derivace fluorescence
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Obr. 14: HRM analyza kfivek tani s pouzitim primerd P1V1, P2V1
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1500 bp

1000 bp

500 bp

90 bp - PCR. produkt

100 bp

Béh | Kmen PCR produkt
1. B. longum CCM4990 ++

2. B. animalis CCM 4988T ++

3. B. infantis CCDM 232 ++

4. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 ++

5. Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 ++

6. Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 ++

7. DNA standard (100 bp)

8. Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 ++

0. Bifidobacterium sp. RB-39 AP ++

10. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 +

11. | Bifidobacterium sp. RB-48P ++

12. | Bifidobacterium sp. RB-40P ++

13. | Bifidobacterium sp. RB-38BP ++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR

Na Obr. 16 jsou zobrazeny ktivky tani B. animalis (zelena kiivka) a B. infantis (Cervena
kiivka). Na ptikladu B. animalis 1ze v porovnani s vysledky v Tabulce 12 pozorovat, ze
nejvyrazn€jsi pik nemusi odpovidat nejvys§i naméfené teploté tdni. U obou kiivek jsou

P1V1, P2V1

viditelné piky nespecifickych produktu.
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produkt PCR nedetekovan
Obr. 15: Gelova agarozova elektroforéza PCR produkta po amplifikaci s pouZzitim primert



Derivace fluorescence
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Obr. 16: Primery P1V1, P2V1 — nespecifické produkty

Cykler ECO™ Real-time PCR system (Illumina) méfi teploty tani na jedno desetinné misto,
piesto by bylo mozné sprimery P1V1 a P2VI1 rozlisit nékolik riiznych kmend rodu

Bifidobacterium, napt. B. longum, B. animalis, B. infantis, Bifidobacterium sp. RB-39AP, u
nichz byly teploty tani vyrazné odlisné (Obr. 17).

Derivace fluorescence
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Obr. 17: Primery P1V1, P2V1 — rozlisitelné kmeny
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Neékolik kment, napt. Bifidobacterium sp. RB-38BP, Bifidobacterium sp. RB-40P,

Bifidobacterium sp. RB-20A, mélo naopak teplotu tani i kfivku tani téméf stejnou (Obr. 18).
Bylo by tedy obtizné je rozlisit.

Derivace fluorescence
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Obr. 18: Primery P1V1, P2V1 — nerozliSitelné kmeny

5.4.2 PCR v reilném ¢ase a HRM analyza kfivek tani s pouzitim primerua LAC1, LAC 2
Bylo provedeno nékolik méfeni. Vysledky byly vyhodnoceny na zékladé analyzy v cykleru
ECO™ Real-time PCR system (Illumina). Vysledné kfivky tani (Obr. 19) 1 namé&fené teploty
tani (Tabulka 13) naznaduji, ze primery LAC1 a LAC2 nejsou pravdépodobné vhodné pro rod
Bifidobacterium. Pouze u Bifidobacterium sp. RB-17P se zobrazila kfivka a teplota tani, ale

gelova agardzova elektroforéza potvrdila, ze se pii reakci nenaamplifikoval zadny PCR
produkt (Obr. 20).



Derivace fluorescence
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Obr. 19: HRM analyza kfivek tani s pouzitim primerd LAC1, LAC 2

Tabulka 13: Naméfené hodnoty Tm [°C] s pouzitim primerd LAC1, LAC2

) ) LAC1, LAC2
Bakterialni kmen/primery

Tml Tm?2
B. longum CCM4990 N/A
B. animalis CCM 4988T N/A
B. infantis CCDM 232 N/A
Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 N/A
Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 N/A
Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 N/A
Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 N/A
Bifidobacterium sp. RB-39 AP N/A

Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 78,8 88,6
Bifidobacterium sp. RB-48P N/A
Bifidobacterium sp. RB-40P N/A
Bifidobacterium sp. RB-38BP N/A

NA........... nebyl detekovan produkt PCR
Byla provedena optimalizace hybridizacnich teplot, ale nevedla k vysledkiim. Zaroven

bylo bioinformatickou analyzou programem Primer-BLAST potvrzeno, ze primery LACI,
LAC?2 nejsou ve vétsin€ pripada vhodné pro rod Bifidobacterium.
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100 bp

=)
<
=

Kmen PCR produkt

B. longum CCM4990 -

B. animalis CCM 4988T -

B. infantis CCDM 232 -

Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 -

Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 -

Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 -

DNA standard (100 bp)

Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 -

A I S Il Bl el B N

Bifidobacterium sp. RB-39 AP -

Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 -

U
— O

Bifidobacterium sp. RB-48P -

[a—
0

Bifidobacterium sp. RB-40P -

13. | Bifidobacterium sp. RB-38BP -

7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR

e produkt PCR nedetekovan

Obr. 20: Gelova agardzova elektroforéza PCR produkta po amplifikaci s pouZzitim primert
LAC1, LAC2

5.4.3 PCR v reilném ¢ase a HRM analyza krivek tani s pouzitim primeru LsppUPF,
LsppUPR

Bylo provedeno neékolik méfeni. Vysledky byly vyhodnoceny na zékladé analyzy v cykleru
ECO™ Real-time PCR system (Illumina) (Obr. 21).
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Bifidebocterium sp. RB-38BF
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Obr. 21: HRM analyza kfivek tani s pouzitim primerd LsppUPF, LsppUPR

"-,IIELB :

3

a8.8

kil

"./Brﬁdﬂbacﬁen'um sp. RB-48P

i I'|
| IR R

40

g2

94

43



Tabulka 14: Nameéfené hodnoty Tm [°C] s pouzitim primert LsppUPF, LsppUPR

o, ) LsppUPF, LsppUPR
Bakterialni kmen/primery Tl —
B. longum CCM4990 88,3 84,4
B. animalis CCM 4988T 86,1 88,7
B. infantis CCDM 232 88

Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 88,3

Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 87,9

Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 87,7

Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 87,8

Bifidobacterium sp. RB-39 AP 88,4
Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 84,5 88,9
Bifidobacterium sp. RB-48P 88,8
Bifidobacterium sp. RB-40P 88,5
Bifidobacterium sp. RB-38BP 88,3 58,7

Teplotu tani Tm1 (Tabulka 14) analyticky program cykleru pfifadil nejvyraznéj§imu piku.
Tato teplota odpovida teploté tani specifického produktu. Teplota tani Tm2 odpovidala
pravdépodobné teploté tani nespecifickych produkti (Obr. 22), protoze pii ovéfeni gelovou
agarozovou elektroforézou (Obr. 25) byl na gelu u vzorki detekovan jeden specificky
produkt. U vétSiny vzorka byly na gelu detekovany i nespecifické produkty. Nespecifické
produkty mohly vzniknout z diivodu, ze primery LsppUPF, LsppUPR nebyly zcela specifické
pro rod Bifidobacterium.

Derivace fluorescence

I Well:
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Obr. 22: Primery LsppUPF, LsppUPR — nespecifické produkty
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Derivace fluorescence
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Obr. 23: Primery LsppUPF, LsppUPR — rozliSitelné kmeny

S primery LsppUPF, LsppUPR by bylo mozné rozlisit nékolik rliznych kmend rodu
Bifidobacterium, napt. B. animalis, Bifidobacterium sp. RB-17P, Bifidobacterium sp.
RB-48P, Bifidobacterium sp. RB-19A, u nichz byly teploty tani vyrazné odlisné (Obr. 23).

Nékolik kment, napt. Bifidobacterium sp. RB-38BP, Bifidobacterium sp. RB-20A,
B. longum nebo kmeny Bifidobacterium sp. RB-19A, Bifidobacterium sp. RB-50p,
Bifidobacterium sp. RB-14p, mélo naopak teplotu tani 1 kiivku tani téméf stejnou (Obr. 24).
Bylo by tedy obtizné je rozlisit.

Derivace fluorescence
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Obr. 24: Primery LsppUPF, LsppUPR — nerozliSitelné kmeny
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MNespecificke PCE.
T duktj’

500 bp

PCR produkt

Nespecifické PCE
produkty

Béh | Kmen PCR produkt
1. B. longum CCM4990 ++
2. B. animalis CCM 4988T ++
3. B. infantis CCDM 232 +++
4. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 ++
5. Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 ++
6. Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 +++
7. DNA standard (100 bp)

8. Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 +++
0. Bifidobacterium sp. RB-39 AP +++
10. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 ++
11. | Bifidobacterium sp. RB-48P +++
12. | Bifidobacterium sp. RB-40P +++
13. | Bifidobacterium sp. RB-38BP +++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR
e produkt PCR nedetekovan

Obr. 25: Gelova agardzova elektroforéza PCR produkta po amplifikaci s pouZzitim primert
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5.4.4 PCR v reilném ¢ase a HRM analyza krivek tani s pouzitim primera V3F, V3R
Bylo provedeno nékolik méfeni. Byly pouzity primery vybrané z hypervariabilni

oblasti V3, ktera byly lemovana vysoce konzervativnimi sekvencemi genu 16S rRNA [39].
Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé analyzy v cykleru ECO™ Real-time PCR system
(Illumina) (Obr. 26).

Teplotu tani Tm1 (Tabulka 15) analyticky program cykleru pfifadil nejvyraznéjSimu piku.
Tato teplota odpovida teploté tani specifického produktu. Teploty tani Tm2 a Tm3 odpovidaly
pravdépodobné teploté tani nespecifickych produkti (Obr. 27), protoze pii ovéfeni gelovou
agarozovou elektroforézou (Obr. 29) byl na gelu u vzorki detekovan jeden specificky
produkt. Nespecifické produkty nebyly na gelu detekovany. Nespecifické produkty mohly
vzniknout z divodu, ze primery V3F, V3R nebyly zcela specifické pro rod Bifidobacterium.

Tabulka 15: Naméfené hodnoty Tm [°C] s pouzitim primert V3F, V3R

Bakterialni kmen/primery Y5F, V3R
Tml Tm?2 Tm3
B. longum CCM4990 86,7
B. animalis CCM 4988T 85,6 88
B. infantis CCDM 232 87
Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 87,1
Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 86,6
Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 86,8
Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 87,1 78
Bifidobacterium sp. RB-39 AP 88,1
Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 74,9 76,6 86,8
Bifidobacterium sp. RB-48P 88,2
Bifidobacterium sp. RB-40P 87,4
Bifidobacterium sp. RB-38BP 86,8
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Derivace fluorescence
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Obr. 26: HRM analyza kiivek tani s pouzitim primerd V3F, V3R
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Derivace fluorescence
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Obr. 27: Primery V3F, V3R — nespecifické produkty

S primery V3F, V3R by bylo mozné rozlisit nékolik riznych kment rodu Bifidobacterium,

napt. B. animalis, Bifidobacterium sp. RB-17P, Bifidobacterium sp. RB-48P, Bifidobacterium
sp. RB-20A, u nichz byly teploty tani vyrazné odlisné (Obr. 28).
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Obr. 28: Primery V3F, V3R — rozliSitelné kmeny
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= & PCR produkt

Béh | Kmen PCR produkt
1. B. longum CCM4990 ++
2. B. animalis CCM 4988T ++
3. B. infantis CCDM 232 ++
4. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 ++
5. Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 ++
6. Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 ++
7. Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 +
8. Bifidobacterium sp. RB-39 AP ++
0. DNA standard (100 bp)

10. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 ++
11. | Bifidobacterium sp. RB-48P ++
12. | Bifidobacterium sp. RB-40P ++
13. | Bifidobacterium sp. RB-38BP ++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR

5.4.5 PCR v reilném ¢ase a HRM analyza krivek tani s pouzitim primera V6F, V6R
Bylo provedeno nékolik méfeni. Byly pouzity primery vybrané z hypervariabilni

oblasti V6, ktera byly lemovana vysoce konzervativnimi sekvencemi genu 16S rRNA [39].
Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé analyzy v cykleru ECO™ Real-time PCR system

V3F, V3R

(Illumina) (Obr. 30).
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produkt PCR nedetekovan
Obr. 29: Gelova agarozova elektroforéza PCR produkta po amplifikaci s pouZzitim primert




Derivace fluorescence
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Obr. 30: HRM analyza kfivek tani s pouzitim primerd VOF, V6R
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S témito primery byla naméfena pouze jedna teplota tani Tm1 (Tabulka 16). Nedoslo tedy
ke vzniku nespecifickych produktd, coz bylo potvrzeno i agarézovou gelovou elektroforézou
(Obr. 32), kterou byl u vSech vzork detekovan pouze specificky produkt. Je vhodné, aby
nedochazelo ke vzniku nespecifickych produktd, protoze mohou nepfiznivé ovlivnit vysledek
HRM analyzy.

Tabulka 16: Naméfené hodnoty Tm [°C] s pouzitim primerti V6F, V6R

V6F
Bakteridlni kmen/primery V6R

Tm

B. longum CCM4990 84
B. animalis CCM 4988T 81,5
B. infantis CCDM 232 84,9

Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 83,6

Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 84,5

Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 83,8

Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 83,9

Bifidobacterium sp. RB-39 AP 85
Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 81
Bifidobacterium sp. RB-48P 86
Bifidobacterium sp. RB-40P 84,6
Bifidobacterium sp. RB-38BP 81,8

S primery VOF, VOR by bylo mozné rozlisit nékolik riznych kment rodu Bifidobacterium,
napt. B. animalis, B. infantis, B. longum, Bifidobacterium sp. RB-48P, u nichz byly teploty
tani vyrazné odli§né (Obr. 31).

Derivace fluorescence
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Obr. 31: Primery VOF, VOR — rozliSitelné kmeny

52



8§ 910 11 12

1500 bp

1000 bp

500 bp

PCE produlkt
Béh | Kmen PCR produkt
1. B. longum CCM4990 ++
2. B. animalis CCM 4988T ++
3. B. infantis CCDM 232 ++
4. Bifidobacterium sp. RB-20A VGA 06 ++
5. Bifidobacterium sp. RB-19A MRS C6 ++
6. Bifidobacterium sp. RB-50p MRS C6 ++
7. Bifidobacterium sp. RB-14p MRS C6 ++
8. Bifidobacterium sp. RB-39 AP ++
0. DNA standard (100 bp)
10. | Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 +
11. | Bifidobacterium sp. RB-48P ++
12. | Bifidobacterium sp. RB-40P ++
13. | Bifidobacterium sp. RB-38BP ++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR
e produkt PCR nedetekovan
Obr. 32: Gelova agar6zova elektroforéza PCR produkta po amplifikaci s pouZzitim primert

V6F, VOR
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5.4.6 PCRVv reilném case a HRM analyza krivek tini komplexniho vzorku

Bylo vyzkouseno né€kolik primerti vhodnych pro bakterie mlécného kvaseni. Na zakladé
dosazenych vysledkti byly vybrany primery, které by mohly byt vhodné pro rod
Bifidobacterium a které by bylo vhodné dale zkoumat.

Pro analyzu mikrobialniho slozeni komplexniho vyrobku (dopln€k stravy s obsahem
probiotickych bakterii byly vybrany primery VOF, VO6R. Vybér byl proveden na zakladé
predchozi analyzy a podminén faktem, ze u nich nedoslo ke vzniku nespecifickych produkti,
které mohou neptiznivé ovlivnit vysledek HRM analyzy. S témito primery byla provedena
PCR v realném ¢ase a HRM analyza kiivek tani komplexniho vzorku (Obr. 33) dle stejného
postupu jako u vybranych sbirkovych a typovych kment rodu Bifidobacterium. Jako standard
byla pouzita DNA vybranych sbirkovych a typovych kment B. longum CCM4990, B. infantis
CCDM 232, Bifidobacterium sp. RB-17P, Bifidobacterium sp. RB-38BP. Pied samotnou
HRM analyzou bylo metodou konvencni PCR (kapitola 5.3.2) potvrzeno, ze v komplexnim
vzorku je pfitomna DNA rodu Bifidobacterium. Dle vyrobce by mél vyrobek obsahovat B.
longum, B. infantis, B. bifidum (Tabulka 2).

Tabulka 17: Naméfené hodnoty Tm [°C] s pouzitim primerti VO6F, VO6R u komplexniho
vzorku

V6F
Bakterialni kmen/primery V6R
Tm
B. longum CCM4990 84
B. infantis CCDM 232 84,9
Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 81
Bifidobacterium sp. RB-38BP 81,8
Komplexni vzorek 1 81,3
Komplexni vzorek 2 82,2
Komplexni vzorek 3 81,5

Nameétené teploty Tml u komplexniho vzorku (Tabulka 17) neodpovidaji naméfenym
teplotam u B. longum a B. infantis, ale maji podobné hodnoty jako jiné kmeny rodu
Bifidobacterium - Bifidobacterium sp. RB-17P a Bifidobacterium sp. RB-38BP (Obr. 34), coz
mohlo znamenat, ze vzorek obsahoval jiné kmeny rodu Bifidobacterium, nez které byly
pouzity jako standard.
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Obr. 33: HRM analyza kfivek tani komplexniho vzorku
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Obr. 34: HRM analyza kfivek tani komplexniho vzorku — vybrané kmeny

Gelovou agarozovou elektroforézou byl detekovan u standardd i u realného vzorku PCR
produkt (Obr. 35).
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PCR produkt

1. B. longum CCM4990 ++
2. B. infantis CCDM 232 ++
3. DNA standard (100 bp)

4. Bifidobacterium sp. RB-17P MRS C6 +
5. Bifidobacterium sp. RB-38BP ++
6. Komplexni vzorek 1 ++
7. Komplexni vzorek 2 ++
8. Komplexni vzorek 3 ++
7 e s o e SRR razna intenzita detekce produktu PCR
e produkt PCR nedetekovan

Obr. 35: Gelova agarozova elektroforéza PCR produkta po amplifikaci s pouZzitim primert
V6F, VOR u komplexniho vzorku
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo zavedeni metody PCR v realném Case s vysokorozliSovaci analyzou
kiivek tani (PCR-HRMA) za ucelem analyzy mikroflory ve vybraném komplexnim vzorku
potraviny (probioticky vyrobek) obsahujicim smés mikroorganismuti. Pozornost byla zamétena
na identifikaci bakterii rodu Bifidobacterium, jehoz zéstupci jsou fazeni mezi bakterie
mlééného kvaSeni a probiotické mikroorganismy. Presto doposud nebyly publikovany zadné
veédecké prace, které by se vénovaly problematice rozliSeni jednotlivych kment rodu
Bifidobacterium pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani.

Dle publikaci bylo vybrano nékolik primert vhodnych pro bakterie mlécného kvaseni.
DNA vybranych ¢istych bakterialnich kultur a DNA izolovana z probiotického vyrobku byla
amplifikovana pomoci konvenéni PCR a PCR-HRMA. Metodou konvenc¢ni PCR byla ve
vSech vzorcich potvrzena pritomnost DNA rodu Bifidobacterium. Metodou PCR-HRMA byla
potvrzena ucinnost primert P1V1 a P2V1, LsppUPF a LsppUPR, V3F a V3R, V6F a V6R pro
rod Bifidobacterium v Cistych bakterialnich kulturach. Primery LAC1 a LAC2 nejsou
pravdépodobné vzhledem k dosazenym vysledktim pro rod Bifidobacterium vhodné.

Po provedeni PCR-HRMA s vybranymi primery u komplexniho vzorku Ize predpokladat,
ze by po dal§i optimalizaci byla metoda PCR-HRMA vhodna i pro kmeny rodu
Bifidobacterium. Jako nejvhodnéjsi primery byly pro rozliSeni jednotlivych kment vybrany
primery VOF a VOR z hypervariabilni oblasti V6, které jsou lemovany vysoce konzervativni
sekvenci genu 16S rRNA. Za pouziti téchto primert nebyl detekovan nespecificky produkt
PCR. A zarovenl bylo dosazeno optimalni rozliSeni hodnot teplot tani (Tm) jednotlivych
testovanych kment rodu Bifidobacterium.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

TBE
TE
Tm

adenin

par bazi (base pair)

cytosin

Ceska sbirka mikroorganismt

Sbirka mlékarskych mikroorganismu

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotidtrifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

guanin

High resolution melting (Vysokorozli§ovaci analyza kiivek tani)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polyetylenglykol

ribonukleova kyselina

dodecylsulfat sodny

druh (species)

thymin

Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

teplota tani
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