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ABSTRAKT

V ramci prace byla optimalizovana izolace DNA z Cistych jogurtovych kultur i z jogurtovych vyrobku.
Izolovana DNA byla nasledné podrobena analyze pomoci RT-PCR. V prvni c¢asti prace byla
vyhodnocena izolace DNA z Cistych jogurtovych kultur pomoci komercniho kitu jako efektivnéjsi nez
izolace fenolovou extrakci a pomoci magnetickych mikrocastic. K posouzeni kvality a kvantity
ziskané DNA bylo pouzito spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty a qPCR. Pomoci
komeréniho kitu pak byla ziskana DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR celkem z deseti Cistych jogurtovych
kultur. V druhé casti prace byla provedena izolace bakterialni DNA z jogurtovych vyrobki pomoci
komercniho kitu s pfedchozim promytim vzorkd lyza¢nim roztokem. Takto byla DNA izolovana ze
Sesti jogurtovych vyrobku. Dale byly z téchto vyrobku zaockovanim do mléka vyrobeny dvé varky
domacich jogurtt, znichz byla izolovana DNA stejnym zptisobem. DNA ziskand z jogurti byla
podrobena RT-PCR se Sesti dvojicemi primerd (V3 _F a V3 R, V6 F a V6 R, V1 F a VI R,
GroHRM_F a GroHRM_R, UPF a UPR, P1V1 a P2V1) a s DNA z Cistych kultur jako pozitivnimi
kontrolami. Z vysledku byla potvrzena pfitomnost deklarovanych kultur v jednotlivych jogurtech
a jejich schopnost mnozit se i po zao¢kovani do nového média (mléka).

KLICOVA SLOVA
PCR, PCR v realném case, amplifikace DNA, izolace DNA, jogurtové kultury

ABSTRACT

The thesis has optimized DNA isolation from pure yoghurt cultures and yoghurt products. The isolated
DNA was than subjected to RT-PCR analysis. In the first part of the thesis, DNA isolation from pure
yoghurt cultures using a commercial kit was evaluated as more effective than isolation by phenol
extraction and magnetic microparticles. To assess the quality and quantity of DNA obtained the
spectrophotometric determination of concentration and purity and qPCR were used. DNA of a total of
ten pure yoghurt cultures in a quality suitable for PCR was obtained using the commercial kit. In the
second part of the thesis, bacterial DNA was isolated from yoghurt products using the same
commercial kit with a previous sample washing by lysation solution. DNA of six yoghurt products
was isolated this way. Furthermore, two packages of homemade yoghurt were mad of each product, of
which DNA was isolated in the same way. DNA obtained from yoghurts was subjected to RT-PCR
using six pairs of primers (V3_F a V3_R, V6_F a V6_R, V1_F a VI_R, GroHRM_F a GroHRM_R,
UPF a UPR, P1V1 a P2V1) and using the pure cultures DNA as a positive controls. The results
confirmed the presence of cultures declared in each yoghurt and their ability to multiply after
inoculation into a new medium (milk).

KEY WORDS
PCR, real-time PCR, DNA amplification, DNA isolation, yoghurt cultures
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1 UVOD

Identifikace mikroorganismi pomoci analyzy jejich DNA je ¢im dal hojnéji vyuzivana. Pro svou
jednoduchost a dostupnost je pouzivana i v potravinarstvi, jednak za ucelem ovéfeni ne/pritomnosti
patogennich mikroorganismi, jednak za ucelem ovéfeni pfitomnosti zadoucich mikroorganismau.
Takovymi jsou napt. bakterie, kvasinky a plisn¢ pfitomné v biotechnologickych produktech. Kromé
alkoholickych napoja zajistuji vyrobu fady jogurtovych vyrobki.

N4

vyzaduje dukladnéjsi pfipravu vzorku, aby byla ziskana DNA v dostatecné kvalit€¢ a cCistot¢ pro
nasleduyjici analyzy. To vSak diky modernim postuptim, které¢ umoziuji ziskat koncentrovanou a ¢istou
DNA v pomémé kratkém case, neni velky problém. Pro analyzu ziskané DNA byl velkym pfinosem
objev polymerazové fetézové reakce (PCR). Metoda, ktera umoziuje diky namnoZeni specifického
useku DNA urcit doménu, rod i druh mikroorganismu, ze ktercho DNA pochazi, a to rychle
a jednoduse. Jeji novéjsi modifikace — PCR v realném case — pak pfinesla dalsi benefity, jako je
moznost kvantifikace DNA a zrychleni analyzy diky moznosti detekce produktu jiz v prubéhu reakce,
bez nutnosti provadéni gelové elektroforézy.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Jogurty

Soucasti vyvazené stravy by dle doporuceni Spole¢nosti pro vyzivu mély byt i mlé¢né vyrobky,
a to predevsim u t¢hotnych Zen a malych déti, ale i u seniort pro doplnéni vapniku [1]. V dnesni dobé
neni potieba se omezovat jen na mléko samotné, ale k dispozici je i fada vyrobku vytvorenych z mléka
biotechnologickymi procesy. Takto vzniklé vyrobky nejsou jen vhodnym zdrojem vapniku, ale
i probiotickych bakterii podporujicich traveni a imunitu.

Typickym zastupcem této kategorie vyrobku jsou jogurty. Na trhu je jich dostupné velké mnozstvi
liSici se obsahem tuku, bilkovin, ¢i pfichuti. Tento rozmanity vybér tak uspokoji Siroké spektrum lidi,
at uz zastavajicich dietni stravu, ¢i trpicich laktézovou intoleranci, jelikoz po probchnuti
biotechnologického procesu je laktoézy v jogurtech jen velmi malo. Nezbytné pro vyrobu jogurtu jsou
jogurtové kultury, které kompletné zajistuji preménu mléka v jogurt.

2.1.1 Technologie vyroby jogurta
Jogurt je vyrobek vznikly CcCinnosti bakterii mlééné¢ho kvaseni v mléce procesem zvanym
fermentace. DEj zahmuje pfeménu mlééného cukru — laktozy na kyselinu mlécnou.

Nejcast¢ji pouzivanym mlékem pro
vyrobu jogurti je mléko kravske,

muze vSak byt pouzito i ov¢i ¢i kozi. Méko
Ne kazdé mléko je vSak pro rust
bakterii mlécné¢ho kvaseni vhodné. ‘

Negativné v tomto sméru pusobi napf.
obsah inhibi¢nich latek v mléce, jako
jsou antibiotika nebo pfitomnosti #
bakteriofaga, mléko od nevhodné
krmenych dojnic, nakyslé mléko, nebo
mléko s nizkym obsahem tukuprosté ‘
susiny [2, 3]. U mléka dochazi nejprve
ke standardizaci tuku a tukuprosté
suSiny. Standardizace obsahu tuku se
provadi pridavkem smetany nebo

Homogenizace

Pasterizace

Ochlazenina
mokulaéni teplotu

odtuénéného mléka tak, aby byl ziskan Piidavek startovacich
produkt o pozadovaném obsahu tuku, kultur
a to v rozmezi 0.5 - 3,5 %. Minimalni |
povoleny obsah tukuprosté suSiny . + . . ‘
u fermentovanych milék je 8.2 %, Zaotkovini tankn Plnéni
jejtho  zvySeni lze  dosahnout (fermentace)
odpafovanim, pfidavkem suSeného $ #
odtu¢néného mléka, nebo pridavkem .
o - o Ochlazeni Fermentace
mléénych koncentrati. Pfitomnost
tukuprosté sudiny je podstatna pro * ‘
zajisténi pritomnosti bilkoviny kaseinu
a bilkovin syrovatky [2, 4]. Plnéni Skladovani v chladu
Pfed zahajenim fermentace je #

ml¢ko jesté zfiltrovano pro odstranéni
nerozpustnych castic, odvzdu$néno
pro zajisténi vhodnych podminek
k rychlému zapodeti rustu bunék Obrazek 1: Schémavyroby jogurtii, upraveno podle [2]

Skladovini v chladu



a homogenizovano pro zdokonaleni vysledné textury. Nezbytnosti je také tepelné oSetfeni mléka
zahratim na 85 — 85 °C po dobu 30 min v pfipadé vsadkové kultivace, nebo na 90 — 95 °C na 10 min
v piipadné kontinualni kultivace. V nékterych pfipadech se pouziva i1 UHT zahfev (Ultra High
Temperature), tedy zahrati na 133 °C na dobu 1 s. Tepelnym oSetfenim jsou zabity nejen patogenni
bakterie v mléce se vyskytujici, ale i bakterie, které nejsou patogenni, ale mohly by ovlivnit rist
jogurtovych kultur. Po tepelném osetfeni je mléko ochlazeno na 30 — 45 °C a zaockovano jogurtovymi
kulturami [3].

2.1.2 Pouzivané kultury

Zakladnimi kulturami pro tvorbu jogurtu jsou Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
a Streptococcus thermophilus, které jsou oznacovany jako tzv. startovaci kultury a panuje mezi nimi
synergicky vztah. Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus uvoliiuje z mléénych bilkovin
aminokyseliny valin, glycin a histidin, kter¢ stimuluji rist Streptococcus thermophilus. Ten naopak
produkuje kyselinu mravenci, ktera podporuje rist Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.
Optimalni pomér téchto kultur v inokulu je 1 : 1, pouzité¢ inokulum byva 2%. Pro inokulaci si vyrobci
mohou vybrat z kultur tekutych, lyofilizovanych nebo koncentrovanych hluboko zmrazenych [2, 3, 5].

Metabolické optimum pro tvorbu kyseliny mlééné je pro Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
45 °C a pro Streptococcus thermophilus 39 °C, smiSena kultura téchto mikroorganismua je tedy
nejaktivnéjsi pii 40 — 42 °C, v tomto rozmezi se proto pohybuje i teplota inkubace. Ta je zahajena,
jakmile je inokulum promichano s kultivacnim médiem, tedy mlékem, a to po dobu 3 — 4 h. Béhem
této doby dochazi k rychlému mnoZeni bakterii a k fermentaci laktosy za wniku kyseliny mlécné.
V prubéhu fermentace je dualezité kontrolovat teplotu, protoze jeji vySe ovliviiuje zastoupeni
startovacich kultur. Ukonéeni zrani se provadi rychlym ochlazenim na 10 °C, a to po dosazeni pH na
hodnotu 4,6 — 5. Fermentace probiha bud” ve zracich tancich, odkud je jogurt po ochlazeni
distribuovan do drobnych spotiebitelskych obalu (kelimkt), nebo probihd pfimo v kelimcich, které
jsou umistény ve zracich mistnostech se zajist€énou pozadovanou teplotou a ve kterych je po
premisténi do chladicich komor i skladovan. Obrazek 1 ukazuje schématicky jednotlivé kroky vyroby
jogurta [3, 6].

Nevyhodou jogurtového vyrobku pripraveného pomoci bakterialnich kultur Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus je, ze pokud neni fermentace v¢as prerusena
ucinnym chlazenim, dochazi k ,,prekysnuti® a vznika az kovova prichut’. Tomuto jevu néktefi vyrobcei
zabranuji nahrazenim kultury Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus kulturou Lactobacillus
acidophilus, kdy vznika jogurt s nizsi kyselosti [3].

2.1.3 Patogenni bakterie v jogurtech

Mlécné vyrobky z mikrobiologického hlediska obecné patii mezi velmi bezpecné. Je to diky
tepelnému oSetfeni mléka pred zaockovanim, které¢ vede ke zniceni patogenni mikroorganismii. Po
probéhnuti fermentace je navic vyrobek chranén vzniklymi organickymi kyselinami, které snizuji pH,
coz rust patogenti zna¢né¢ omezuje. Navic jsou v dneSni dobé vyrobci schopni zajistit asepticke
zachazeni v pribéhu vyroby a vzniklé vyrobky dostatecné zabezpecit vhodnymi obaly. V tomto
ohledu priznivé pusobi i nizka teplota skladovani, ktera rust vétSiny bakterii znemoziuje [4].

Navzdory tomu se zfidka mohou objevit bakterialni kontaminace. Jednou z bakterii
kontaminujicich jogurty je Bacillus cereus, jez dobfe preziva i nizsi teploty a pokud stihne vyklicit
pfed zvySenim obsahu kyseliny mlécéné, zpusobi sladké srazeni fermentované mlééné smési, coz se
projevi nesouvislou srazeninou a chutovymi zménami [3]. Dalsi patogenni bakterii kontaminujici
jogurty je Listeria monocytogenes, ktera je schopna rust v n¢kterych médiich pouzivanych pro
pripravu startovacich kultur. Jeji preziti vSak zavisi na pH, kde plati ¢im nizs§i pH, tim niz§i Sance na
preziti. Obecné se jeji schopnost preziti také snizuje s nartstajici délkou skladovani [5]. U jogurta
s vysokym pocateénim obsahem cukru je riziko kontaminace patogenni bakterii Staphylococcus
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aureus. Ta je schopna pifi fermentaci inhibovat rist jogurtovych kultur a znehodnotit tak vysledny
produkt, nepfeziva vSak nasledné skladovani pti niz§ich teplotach. Mezi dalsi velmi ojedinéle se
vyskytujici bakterialni kontaminanty patfi Escheirchia coli, Clostridium botulinum, Yersinia
enterocolitica a Aeromonas hydrophila [2].

2.1.4 Probiotické bakterie v jogurtech

Podle svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou probiotika zivé mikroorganismy, které pii
podani ve vhodném mnozstvi pfinasi hostiteli zdravotni vyhody. V soucasné dobé jsou
dokumentovany specifické pozitivni ucinky probiotik, napf. pfi zmirfiovani chronickych intestinalnich
zanétu, pii prevenci a 1é¢b¢ prajma nebo pii 1€EbE urogenitalnich infekci [4].

I kdyz se v soucasné dob¢ rozsifil sortiment produkti s probiotickymi mikroorganismy (syry,
tvarohy, ovocné¢ Stavy, tabletové preparaty, ...), =zustavaji fermentované mlécné vyrobky
K nejcastéji  pouzivanym probiotickym bakteriim patii laktobacily Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus  casei, Lactobaillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, a bifidobakterie
Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum, ¢ Bifidobacterium longum. Mén¢ se setkame se
zastupci dalSich roda, jako jsou Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, znichz nejcastéji
zastoupenym je druh Lactococcus lactis [3, 4]. Tyto kmeny maji schopnost rist a produkovat
organické kyseliny v mléce, maji potencialni pozitivni efekt na organismus clovéka a zarover
negativn¢ neovliviiuji organoleptické vlastnosti vyrobku.

Pii tvorbé probioticky vyrobku je tfeba brat v potaz interakce probiotickych kment a tradi¢nich
zakysovych kultur. Ku prikladu laktobacily prezivaji 1épe diky vyssi toleranci ke kysliku a nizkému
pH nez bifidobakterie. Bifidobakterie produkuji az 0,4 g/1 kyseliny octové, ktera negativné ovliviiuje
senzorické vlastnosti finalniho produktu. U Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus byly prokazany
stimula¢ni ucinky na bifidobakterie, a to produkci aminokyselin valinu, glycinu a histidinu, soucasné
vSak produkci kyseliny mlééné a tim zptuisobenym snizovanim pH rust bifidobakterii inhibuje [4]. Rist
bifidobakterii vS§ak muze podporovat i kmen Lactobacillus acidophilus, a to tvorbou St€pnych
produkta bilkovin, které stimuluji rust bifidobakterii, takto vznikaji tzv. acidofilni ml¢ka [3]. Jelikoz
probiotické bakterie rostou v mléce hiife, pouziva se pro jejich aplikaci inokulum o vyssi koncentraci,
ato5-10% [4].

2.1.5 Pozitivni vyznam probiotik

Jiz delsi dobu je znamo, Ze lidské télo v zadném pfipad¢ neni mikroorganismu prosté. V organech
jako jsou stfeva nebo uGsta se nachazeji miliony bakterii. Ty se znacnou mérou podileji na lidské
imunité¢. Je-li télo osidleno jemu vlastnimi bakteriemi, jako napf. Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum a mnoho dalSich, maji patogenni bakterie (napf.
Salmonella) mensi nad¢ji takovy organismus kolonizovat [7].

Obdobn¢ dulezita jsou probiotika i pro zivocichy, zvlasté pak pro ty, jejichz maso ¢i jiné produkty
konzumujeme. Clostridium perfringens je patogen zpusobujici ptaci nekrotickou enteritidu drubeze
produkujici o-toxin. Druhy Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus fermentum jsou schopny
inhibovat rust Clostridia a také snizovat jeho schopnost produkovat a-toxin a dokonce tento toxin
degradovat [8]. Probiotika také pomahaji u dojnych krav ke zvySeni mnozstvi ziskaného mléka
a zvySeni obsahu imunoglobulinu G ¢i lysozymu v ném. Zaroven potlacuji nékteré patogenni bakterie,
jako Bacillus cereus ¢i Cronobacter sakazakii [9].

2.2 1Izolace DNA

Pro identifikaci mikroorganismii pomoci nukleovych kyselin je potfeba nejprve extrahovat
a purifikovat DNA (pfipadn¢ RNA) z bun¢k. K tomu je popsano mnoho postupt, pricemz kvalita
a Cistota ziskané DNA ovliviiuje vysledky navazujicich postupt [10].

11



2.2.1 Struktura DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) sestava z jednotlivych nukleotidi. Kazdy nukleotid je tvofen
pctiuhlikatym monosacharidem 2-deoxy-f-D-ribozou, kyselinou fosfore¢nou a dusikatou bazi.
Dusikata baze mize byt purinova (adenin, guanin), nebo pyrimidinova (thymin, cytosin). Pfipojenim
dusikaté baze na C1° deoxyribozy N-glykosidovou vazbou vznika nukleosid. Purinové baze se vazou
prostrednictvim atomu N9, pyrimidinové prostfednictvim N1. Napojenim kyseliny fosfore¢né na C5°
deoxyribozy nukleosidu vznika nukleotid. Nukleotidy jsou vzajemné propojené fosfodiesterovou
vazbou vznikajici na C5° jednoho nukleotidu a na C3° druhého nukleotidu. Takto je tvorfen
polynukleotidovy fetézec, jenz je na jednom konci tvofen —OH skupinou na C3° (tvz. 3°-konec) a na
druhém konci tvoren fosfatovou skupinou na C5° (tzv. 5°-konec). Dva polynukleotidové fetézce jsou
vzajemné spojeny vodikovymi mistky, které se tvofi mezi purinovou a pyrimidinovou bazi. Baze se
spolu paruji podle tzv. komplementarity bazi, tedy adenin (A) se paruje s thyminem (T) a guanin (G)
se paruje s cytosinem (C). Adenin s thyminem jsou spojeny dvéma vodikovymi vazbami, zatimco
guanin s cytosinem jsou spojeny tfemi. Sparované polynukleotidové fetézce jsou k sobé vzdy
antiparalelni, tedy jeden lezi ve sméru 3¢ — 5°, druhy ve sméru 5° — 3°. Takto tvofenou dvouvlaknovou
DNA ukazuje obrazek 2. Spojené¢ antiparalelni fetézce spolecné vytvareji pravotoCivou
dvousSroubovici [11].

5'-konec \ pasassisanain 3'.konec
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Obrazek 2: Struktura DNA
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2.2.2 Metody izolace DNA

Vybér zpusobu ziskani DNA zalezi na materialu, ze které¢ho je ziskavana (jednotlivé prokaryotické
nebo eukaryotické buriky, tkané a organy, viry, ...) a na jejim nasledném vyuziti. Existuje mnoho
zpusobu ziskavani nukleovych kyselin, maji v§ak spole¢né rysy. Vzdy je nutné nejprve zpristupnit
DNA ve vstupnim materialu. Je tedy potfeba vyvolat lyzi bunék — rozruSeni bunécné stény a
plazmatické membrany. Pouziva se k ni enzymu (lysozymu, celulasy) a detergentti (SDS), pfipadné
mechanického rozruseni. Vznika tzv. hruby lyzat, tedy smés zbytkti bunécné stény a plazmaticke
membrany, proteind, lipidd, nukleovych kyselin a dalSich v roztoku [12]. Z hrubého lyzatu lze
enzymaticky odstranit RNA pusobenim RNasy a proteiny plisobenim proteinasy K. Odstranéni RNA
neni vzdy nutné, pokud je ziskana DNA nasledné pouzita napt. pro PCR, neni pfitomnost RNA nijak
na zavadu, jelikoz pfi PCR dojde k amplifikaci pouze specifického tseku DNA. Naproti tomu
odstranéni proteinti je velmi dilezité, jelikoz nékteré proteiny se vazi na DNA a mohly by tak
omezovat uéinnost nasledujicich analyz [10].

K ziskani DNA z hrubého lyzatu se pouziva metoda vyuzivajici rozdilné rozpustnosti nebo vazba
na pevny nosic. Prvni jmenovanou je fenol-chloroformova extrakce. K hrubému lyzatu se prida smés
fenol-chloroform a dukladné promicha. Proteiny denaturuji a vysrazi se. Naslednou centrifugaci dojde
k rozd€leni vodné a organické faze, pficemz tuky a proteiny zustanou rozpusténé v organické fazi,
pfipadné tvofi vrstvu na rozhrani obou fazi, zatimco nukleové kyseliny zlstanou ve vodné fazi.
Z vodného roztoku se nasledn¢ DNA srazi etanolem. Fenol-chloroformova extrakce je metoda
tradi¢ni, ucinna, levna, stale vyuzivana, nevyhodou je vSak pfitomnost toxickych vyparu z fenolu
a ¢asova narocnost [12].

Nov¢jsi metodou ziskani DNA z hrubého lyzatu je adsorpce na silikat. V pritomnosti vysokych
koncentraci chaotropnich soli se na silikat adsorbuje pouze DNA, ostatni latky hrubého lyzatu
zustanou v roztoku. Po jeho odstranéni centrifugaci je DNA ze silikatu vyplavena do vhodného pufiu.
Silikat pro izolaci se pouziva ve form¢ silikatovych Castic nebo membran tvofenych vrstvou silikagelu.
Adsorpce DNA na silikat je sice drazsi nez fenol-cloroformova extrakce, na druhou stranu je to
metoda podstatné rychlejsi, kterou je mozné provadét bez pouziti toxickych rozpoustédel [13].

Dalsi moznosti izolace DNA je separace pomoci magnetickych mikrocastic. DNA je navazana na
Castice s kovovym jadrem tvofenym oxidy Zeleza, na povrchu castic je prirodni nebo synteticky
polymer s navazanymi funkénimi skupinami umoziujicimi vazbu DNA. Magnetické mikrocastice
s navazanou DNA jsou separovany v magnetickém poli, roztok je odstranén a DNA je z ¢astic
eluovana do vhodného pufru. Tato metoda izolace je pomérné¢ rychla a pfi volbé vhodnych
magnetickych mikrocastic i pomémeé ucinna [14]. Krom¢ uvedenych metod existuje fada dalSich
postupu izolace DNA, kter¢ mohou byt specificky zaméfené na plasmidovou DNA, mitochondrialni
DNA nebo na RNA.

2.2.3 Vyznam izolace DNA

V potravinarstvi ma izolace DNA a jeji nasledna analyza velky vyznam. Krom¢ identifikace
zadoucich ¢i nezadoucich mikroorganismii umoziuje také ovéreni autenticity potravin a identifikaci
GMO. K analyze DNA jsou vyuzivany techniky zaloZené na PCR a jejich modifikacich, hybridiza¢ni
techniky a sekvenovani [15].

Jako priklad l1ze uvést multiplex PCR, ktera umoziiuje pouziti vice dvojic primerit pro namnozeni
vice specifickych useki DNA v jedné reakci. Vyuziti nachazi zejména pfi hledani patogenu
v potravinach [16]. Dal§im pfikladem je SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), tedy
metoda vyuzivajici druhové specifickych diagnostickych primera k amplifikaci genomové DNA,
za ucelem rozliSeni druhti. To ma vyznam pii odhaleni falSovani potravin, napt. granatového jablka
[17] nebo Safranu [18]. Dalsi moznosti odhaleni falSovani potravin je PCR-RFLP (Polymerase Chain
Reaction — Restriction Fragment Length Polymorphism). Metoda umoziujici enzymatické Stépeni
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PCR produktu, nasledn¢ jsou srovnany délky jednotlivych $té€pu. V potravinafstvi byla vyuzita napft.
k ovéreni autenticity hovéziho, skopového, veprového, koziho a buvoliho masa [19]. Z izolované
DNA je mozné také odlisit odrudy rostlin pouzitych pro vyrobu potravin, coz nachazi uplatnéni
zejména ve vinafstvi. To umoziuji SSR (Simple Sequence Repeats), tedy kratké tandemové se
opakujici useky DNA, které¢ jsou amplifikovany. Nasledné je detekovan polymorfismus délek a poctu
repetic [20].

2.3 Detekce a analyza izolované DNA

Jako nejrychlej§i metoda stanoveni koncentrace a Cistoty je pouzivano spektrofotometrické
stanoveni. K ovéfeni intaktnosti DNA byva vyuzivana gelova elektroforéza. Pro amplifikaci
a identifikaci DNA je hojn¢ uzivana PCR v riznych modifikacich. Své uplatnéni pfi analyze DNA
nachazi i restrikéni analyzy, DNA/DNA hybridizace ¢i sekvenovani.

24 PCR

PCR je metodou molekulami biotechnologie, ktera slouzi ke zmnozeni (amplifikaci) specifického
useku DNA in vitro. Jedna se o enzymovou metodu inspirovanou pfirozenym déjem — replikaci.
Z velmi malého mnozstvi DNA urcitého organismu, které nejsme schopni detekovat, tak lze ziskat
mnohonasobné vétsi mnozstvi DNA, kterou jiz bude mozné detekovat, a tak z ni ziskat informace
o organismu, piipadn¢ vyrobku, ze kterého pochazi.

2.4.1 Prubéh

K vybranému tseku komplementamich vladken denaturované molekuly DNA se navazuji
oligonukleotidy ohranicujici pozadovany usek DNA, od nichZz se syntetizuje novy fet¢zec DNA ve
sméru 5° — 3°. Cela reakce je katalyzovana enzymem DNA polymerazou. Cela reakce probiha
ve tfech cyklicky se opakujicich krocich, které se navzajem li§i dobou trvani a reakéni teplotou, jak
ukazuje obrazek 3 [12].

1 V prvnim kroku dochazi k denaturaci. Dvourfetézcova molekula DNA je pusobenim zvySené
teploty rozlozena na dvé jednoretézcové molekuly DNA. To je umoznéno rozrusenim vodikovych
vazeb, které¢ za normalnich podminek vazou vlakna molekuly DNA k sobé¢. Tento krok probiha pfi
teplot¢ okolo 95 °C a trva zhruba 30 s. V prvnim cyklu celé reakce je doba trvani tohoto kroku
prodlouzena na nékolik minut, za ucelem uplné denaturace vSech pfitomnych molekul DNA,
v opacném piipadé by mohlo dojit kjejich rychlé renaturaci, coz by zabranilo interakci se
specifickymi primery [2, 4].

2 Nasleduje pfipojeni primeru, tento krok se nazyva hybridizace. Dva typy kratkych oligonukleotidi,
tzv. primery se vazou ke komplementarnim usekim jednofetézcové molekuly DNA. To je
umoznéno sniZzenim teploty na 50 — 65 °C na dobu 30 - 60 s, pricemz teplota tohoto kroku je velmi
specificka, ovlivnéna teplotou tani primerii. Pfi teploté nizs§i nez optimalni mize dojit ke spojeni
ine zcela komplementarnich tseki molekuly DNA s primerem, pfipadné¢ spojeni primeru
vzajemn¢, coz ma za nasledek vznik nespecifického produktu [3, 4].

3 Poslednim krokem je prodluzovani nového vlakna molekuly DNA ve sméru 5° — 3°, tzv. elongace.
Pro jeji prubch je nezbytna katalyza termostabilni DNA polymerazou. Teplota tohoto kroku se
pohybuje v rozmezi 65 — 75 °C, coz je teplotni optimum pro praci termostabilni DNA polymerasy,
atrva 60 — 70 s, pficemz v poslednim cyklu celé reakce se tento krok prodluzuje na nékolik minut,
aby doslo k aplnému dosyntetizovani nového fetézce molekuly DNA [3, 4].
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Obrazek 3: Pritbéh jednoho cyklu PCR [23]

Cely cyklus se v ramci jedné reakce opakuje zhruba 30krat. Molekuly DNA vznikajici v kazdém
cyklu jsou pouzity jako matrice pro syntézu dalSich molekul DNA v nasledujicich cyklech. MnozZstvi
kopii specifického tseku molekuly DNA, tzv. amplikont, tedy roste béhem reakce exponencialné
a muzeme tak ziskat az 10° kopii pozadovaného usecku DNA. Pfi vét§im poétu opakovani se jiZ snizuje
aktivita DNA polymerazy [21].

Jak je vidét na obrazku 4, DNA polymeraza syntetizuje nova vlakna molekuly DNA od primeru az
do konce matricové molekuly DNA, v prvnim cyklu tedy vzniknou vlakna DNA zjedné strany
ohranicena jednim typem primeru a z druhé strany delsi, presahujici rozsah pozadovaného useku
DNA. V dalsim cyklu poslouZi tato vlakna molekuly DNA jako matrice pro syntézu novych vlaken,
ktera jiz budou ohrani¢ena z druhé strany druhym typem primeru a pfi syntéze komplementarniho
vlakna k takto ohraniCenym usekim budou jiz v nasledujicich cyklech vznikat pouze specificke
produkty. Rychlost pribyvani specifickych produkti je v priabéhu reakce exponencialni, rychlost
pribyvani kopii DNA s pfesahujicimi vlakny je pouze lineami. Po probcéhnuti dostatecného mnozstvi
cyklu je tedy mnozstvi nespecifickych produkti zcela zanedbatelné, oproti tém specifickym [10, 12].
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Obrazek 4: Vznik specifickych produktii PCR, upraveno podle [24]

2.4.2 Komponenty
Pro spravny prub¢h polymerazové fetézové reakce je nutné, aby reakéni smes obsahovala vSechny
potfebné komponenty.

PCR voda, ktera se pouziva pro doplnéni objemu, ve kterém bude reakce probihat.

PCR pufr, jehoz ulohou je =zajistit vhodné prostfedi pro DNA polymerazu. Obsahuje
predevs§im hofecnaté kationty, které tvori rozpustny komplex s ANTP a vytvari substrat, ktery
polymeraza rozpozna, ¢imz zajistuje udrzeni jeji enzymatické aktivity.

dNTP - smés 2°-deoxynukleosid-5°-trifosfati, ktera obsahuje ekvimolarni mnozstvi dATP,
dCTP, dGTP a dTTP. Ty slouzi jako stavebni kameny pii syntéze nového fetézce molekuly
DNA.

Primery, tedy dva druhy synteticky pfipravenych oligonukleotidii o délce 18 — 24 nukleotidi,
které se komplementarné vazou na sekvence molekuly DNA ohranicujici pozadovany usek
k amplifikaci. Primery by zaroven mély obsahovat vyvazeny pomér A/T a G/C parti a nemély
by byt komplementarni k sobé navzajem, aby se zamezilo vzniku dimeri.

DNA polymeraza, ktera svou enzymatickou cinnosti katalyzuje vznik nového fetézce
molekuly DNA ve sméru 5° — 3°. Pro svou teplotni stabilitu se pouziva polymeraza ziskana
z termofilni bakteriec Thermus aquaticus, oznacovana jako Tag DNA polymeraza. Diky jeji
odolnosti vaci vysokym teplotam je mozné polymerazu pridat do smési pouze na zacatku
reakce bez obav o jeji preziti v prvnim, nejteplejsim kroku kazdého cyklu. Tim se cela reakce
vyrazné zjednodusuje, urychluje a omezuje se riziko kontaminace.

DNA matrice, neboli templat, ktery slouzi jako predloha pro syntézu novych molekul DNA.
Obsahuje tedy cilova mista pro primery, piicemz optimalni koncentrace této DNA ve vzorku
je okolo 10 ng/pl, méla by byt dostatecné Cista a neméla by obsahovat PCR inhibitory.

Celkovy objem reakéni smési se pohybuje v rozmezi 25 — 30 ul [10, 12, 21, 22].
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2.4.3 Provedeni

PCR se odehrava v pristroji zvaném cykler, ktery po naprogramovani sam stfida dané teploty po
zvolenou dobu [21]. Ke spravnému provedeni PCR je potfeba ziskat DNA o dostate¢né Cistoté
a koncentraci. Izolace takové DNA se provadi raznymi zpusoby v zavislosti na vzorku, ze kter¢ho je
ziskavana (Cisté kultury, komplexni vyrobky, ...). Koncentrace a Cistota takto izolované DNA se
ovefuje spektrofotometricky. Po ziskani DNA o vhodné koncentraci (okolo 10 ng/ul) a Cistoté je
namichana sm¢s pro PCR obsahujici v§echny komponenty uvedené v predchozim oddilu. Volbou
vhodnych primeru je mozné urcit specifitu reakce (rodova, druhova, ...) [12].

Soucasné¢ byva namichana i pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni kontrola slouzi k ovéfeni
spravné funkénosti reakce. Jako DNA matrice se prida vzorek DNA, u kterého je naprosto jista jeji
amplifikace. Pokud k amplifikaci dojde a u tohoto vzorku detekujeme produkt, je to dikaz spravného
namichani smé¢si a provedeni celé reakce, navic 1ze velikost jejich specifickych produktu pouzit pro
porovnani s velikostmi produkti ze vzorkd. V opa¢ném pfipadé, kdy by u pozitivni kontroly nebyl
detekovan zadny produkt, doslo pravdépodobné k chybé v prubéhu reakce nebo jiz pii pripravé smési
a vysledek celé reakce nelze povazovat za divéryhodny. Negativni kontrola slouzi ke kontrole Cistoty
prace. Na misto DNA matrice se pfidava stejné mnozstvi PCR vody. U takto pfipraveného vzorku by
tak nemélo dojit k amplifikaci a nemél by byt detekovan zadny produkt. Pokud by se tak stalo, znaci to
kontaminaci nékteré z komponent pro PCR a vysledek celé reakce opét nelze povazovat za
davéryhodny [10].

2.4.4 Detekce produktu

Produkt konvencni PCR byva detekovan agardézovou gelovou elektroforézou v plosném
usporadani, jelikoz velikost produktu PCR se nejcastéji pohybuje v fadu stovek paru bazi, v zavislosti
na pouzitych primerech. V pribéhu -elektroforézy zaporné nabit¢ molekuly DNA migruji
v elektrickém poli od zapomého polu ke kladnému, pficemz jsou rozdéleny podle velikosti.
V agar6ézovém gelu, ktery funguje jako trojrozmémé sito, doputuji nejdale nejkratsi z analyzovanych
molekul, zatimco ty nejdelsi urazi nejkrat§i vzdalenost. Pro vizualizaci produktu separovanych podle
velkosti se pouziva interkalacni barvivo, ne¢jcastéji ethidium bromidu. Pfi ozafeni UV svétlem na
transiluminatoru dojde kintenzivnimu fluoreskovani interkala¢niho barviva zaclenéného do
dvouvlaknové struktury DNA. Produkty PCR jsou srovnany s tzv. DNA standardem, ktery obsahuje
fragmenty DNA o znamé velikosti. Srovnanim polohy produkti PCR s polohou téchto fragmentu na
gelu se urcuje velikost produktu [12]. Nevyhodou detekce produktu pomoci gelové elektroforézy je
nizka presnost a nizka rozliSovaci schopnost, jelikoz vyhodnoceni je provedeno pouze vizualng,
rovnéZz neumoziuje provedeni kvantifikace produktu.

2.5 RT-PCR

PCR v realnim ¢ase (Real Time PCR) je nov¢j§i modifikaci konvenéni PCR, na rozdil od niz
umoziuje detekei produktu jiz v prubéhu reakce a soucasné je mozné diky ni provést kvantifikaci
puvodniho mnozstvi DNA (proto byva oznacovana jako qPCR). To vSe diky méfeni fluorescenéniho
signalu v prubchu reakee.

2.5.1 Prubéh a slozeni smési

PCR v realném case probiha obdobn¢ jako konvencni PCR, tedy ve tfech cyklicky se opakujicich
krocich (denaturace, nasednuti primeri, prodlouzeni nového fetézce). Soucasné je na konci kazdého
cyklu méfeno mnozstvi fluorescence.

Smés pro PCR v realném case je obohacena o fluorescencni molekuly. Nejcastéji se pro svou
jednoduchost pouzivaji tzv. interkala¢ni fluorescenéni barviva, ktera pfi navazani na dvouvlaknovou
DNA vykazuji podstatné vétsi mnozstvi fluorescence nez samotna [25]. Se stoupajicim mnozstvim
dvouvlaknové DNA béhem reakce tak roste 1 mnozstvi fluorescence. To je zaznamenavano
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v zavislosti na poc¢tu probéhnuvsich cykla a vysledkem je amplifikac¢ni kfivka (obrazek 5). Na jejim
esovitém tvaru lze rozliSit Ctyfi ¢asti. Prvni se nazyva background, je to ¢ast reakce, kde mnozstvi
DNA a tim padem i fluorescence bylo tak malé, Ze se nachazelo pod mezi detekce zafizeni. V druhé
¢asti nastava faze exponencialniho ristu, kdy mnozstvi fluorescence (tedy i DNA) piekrocilo mez
detekce pfistroje a exponencialné roste, idealné podle 2", kde n je pocet cyklu. Cyklus, ve kterém pro
dany vzorek zacne byt mnozstvi fluorescence detekovatelné, se nazyva prahovy cyklus, z anglického
threshold cycle (C;). Na tuto ¢ast navazuje linearni faze, kdy mnozstvi DNA strm¢ roste, klesa vSak
mnozstvi dostupné polymerazy. Reakce je zakoncena platd fazi, pfi niz dochazi k saturaci systému,
mnozstvi kopii DNA se neméni a fluorescence zilistava konstantni [25, 26].

Fluorescence

---------------------------------------------- Pozadi fluorescence
0 5 10 15 20 25 0

Ct Potet cykll

Obrazek 5: Amplifikacni kvivka, upraveno podle [27]

2.5.2 Kvantifikace

Urceni pocatecni koncentrace DNA je umoznéno pravé stanovenim hodnoty prahového cyklu.
Plati, ze ¢im vyssi je pocatecni koncentrace DNA v reakei, tim dfive je prekrocen prah detekce pro
dany vzorek a tim niz§i je hodnota C,. Kromé toho je mozné stanovit pfesné mnozstvi DNA matrice,
a to metodou absolutni kvantifikace. V takovém pfipadé je reakci podrobena i kalibracni fada vzorku
o znam¢ koncentraci. Z linearniho vztahu mezi logaritmem vychozi koncentrace DNA a prislusnych C,
pak lze urcit poc¢ateéni koncentrace DNA v neznamych vzorcich [28].

2.5.3 Detekce produktu

Produkt RT-PCR je diky pouziti fluorescencnich barviv detekovan jiz v priubéhu samotné reakce
méfenim fluorescence. Proto je provedeni RT-PCR casové méné narocné nez konvenéni PCR, kdy je
potfeba po probéhnuti reakce jesté provadét gelovou elektroforézu. K identifikaci produkti RT-PCR
byva pouzivana melt analyza, tedy analyza kiivek tani. Teplota tani (T,) DNA je takova teplota, pii
které dojde k rozvolnéni pravé poloviny dvouvlaknové DNA na jednovlaknovou. Je ovlivnéna délkou
fetézce, sekvenci a pomérem obsahu bazi G-C v DNA. Po skonceni reakce se vzorky postupné
(s krokem asi 1 °C za sekundu) zahfivaji na teplotu vyssi nez je predpokladana teplota tani produktu.
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V prubchu je zaznamenavana fluorescence. Pii dosazeni teploty tani dojde k rozvolnéni dvouvlaknové
DNA a tim kprudkému poklesu vykazované fluorescence. Vynesenim zavislosti mnozZstvi
fluorescence na teploté vznika kiivka tani. Teplota tani DNA je odectena z inflexniho bodu kiivky
tani, nebo Iépe z piku derivované kfivky tani (obrazek 6) [25, 28].

Vyspélejsi variantou analyzy kfivek tani je vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRMA — High
Resolution Melt Analysis). Lisi se pouzitim pln¢ satura¢nich barviv, ktera umoziuji oznadeni PCR
produktu po celé jeho délce, takze vSechny amplifikované oblasti mohou byt detekovany. Po
probéhnuti PCR se zvySuje teplota skrokem zhruba 0,01 °C za sekundu, pficemz je vzdy
zaznamenana fluorescence. Jedna se tedy o metodu citlivéjsi, nez je klasicka melt analyza [29, 30].

A: KRIVKATANI B: DERIVACE KRIVKY TANi
] o
Q o specifické
8 38 ifické produkty
i ? g nespecifické
o 5% produkty /
2 &9 X !
8 g |
T N2 |
5 g% )
£ &
\ : —
teplota T teplota

Obrazek 6: A: kFivka tani, B: derivovand kiivka tani [31]
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3 CIL PRACE

Cilem prace byla optimalizace izolace DNA jogurtovych kultur jednak z istych bakterialnich
kultur, jednak z jogurtovych vyrobki. Pro izolaci DNA z Cistych kultur nejprve ze ¢tyr kultur za
pouziti komer¢niho kitu, fenolové extrakce a magnetickych ¢astic snaslednym vyhodnocenim
nejefektivngjsi metody, ktera byla nasledné pouzita k izolaci DNA z dalSich sedmi istych jogurtovych
kultur. Pro izolaci z DNA ze Sesti jogurtii za pomoci komeréniho kitu s riznym poctem promyti
vzorku pred izolaci. Optimalizovany pocet promyti vzork byl pouZit i pro izolaci DNA z domacich
jogurt vyrobenych z puvodnich jogurti. Dal§im cilem prace bylo ziskanou DNA analyzovat pomoci
PCR a PCR vrealném case, za ucelem kvantifikace a zjiSténi zastoupeni kultur v jogurtovych
vyrobcich.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Bakterialni kmeny pro kultivaci a izolaci DNA
Cisté bakterialni kultury pouzité pro kultivaci a izolaci DNA byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismu, Brno, CR.

e  Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190"
e Lactobacillus acidophilus CCM 4833"

e Lactococcus lactis CCM 1877"

e Streptococcus thermophilus CCM 4757

e Bifidobacterium bifidum CCM 3762

e Bifidobacterium longum CCM 3764

e Bifidobacterium animalis CCM 4988"

4.1.2 Pouzité bakteridlni kmeny pro izolaci DNA
Bakterialni kultury pouzité pro izolaci DNA byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganisma, Bmo, CR,
dodany Ing. Stépankou Trachtovou Ph.D.

e Lactobacillus rhamnosus CCM 18257
e Lactobacillus plantarum CCM 7039"

e Lactobacillus casei CCM 7088"

e Streptococus thermophilus CCM 4757

4.1.3 Pouzité jogurtové vyrobky
e Activia bila, Danone (Praha, CR)
e Billa Nase bio bily jogurt z Gerstvého mléka (Ricany u Prahy, CR)
e Chocefisky smetanovy jogurt bily (Choceii, CR)
e Seclsky jogurt bily Hollandia (Karlovy Vary, CR)
e Jogobella zahradni a lesni jahoda, Zott (Mertingen, Némecko)
e Opodensky jogurt bily, Bohemilk mlé¢kara Opoéno (CR)

Miéko pro vyrobu domaciho jogurtu: Tatra plnotuéné mléko trvanlivé, Mlékarna Hlinsko (CR)

4.1.4 Chemikalie

e Agaroza pro gelovou elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

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

Ethanol p. a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

Fenol (Lachema, Bmo, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Nanaseci pufr Red load (Top-bio, Praha, CR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brmo, CR)

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

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e Octan sodny (Lachema, Bmo, CR)

e Polyethylen glykol — PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

e SDS - dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Hydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, s. . o., Neratovice, CR)

e Dihydrogenfosforednan draselny (Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, CR)
e  Citrat amonny (Lachema, Bmo, CR)

e Heptahydrat siranu hofeénatého (Lachema, Bmo, CR)

o Tetrahydrat siranu hofeénatého (Lachema, Bmo, CR)

4.1.5 Roztoky

e Roztok A (10 mM tris-HCI, pH 7.,8; 5 mM EDTA, pH 8)

e Roztok B (10 mM tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8; 3 mg/ml lysozymu)

e TE pufr (10 mM Tris-HCI pH 7,8; 5 mM EDTA PH 8,0; destilovana voda)

e TBE purf (54 g Tris-HCI; 27,5 g H;BOs; 20 ml 0,5M EDTA pH 8,0; doplnéno destilovanou
vodou na 1 1 a pred pouzitim 20krat zfedéno)

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

4.1.6 Komponenty pro kultivacni média
e Yeast extract (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Beef extract (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Pepton (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Glukoza (Lach-Ner, s. 1. 0., Neratovice, CR)
e Tween 80 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Cystein (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e LabLemco (OXOID CZ, s. r. 0. Brno, CR)
e Laktoza (Lach-Ner, s. 1. 0., Neratovice, CR)
e Agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

4.1.7 Komer¢ni kit pro izolaci DNA
Pro izolaci DNA byla pouZita komeréné dostupna sada UltraClean™ Microbial DNA Isolation Kit,
MO Bio Laboratories.

4.1.8 Magnetické nosice

Magnetické polymerni nosiée byly pfipraveny Ing. Horakem, CSc. na Ustavu makromolekularni
chemie Akademie véd CR v Praze. Jejich vlastnosti shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1: Vlastnosti pouzitych magnetickych castic

Oznadeni Polymer Fe (%hm) -COOH (mM/g) Priamér (um) PDI
Fkol 77 ox PGMA 10,0 0,764 2,2 1,09
F79 lysine - 69,8 - 6,2 1,37

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

4.1.9 Komponenty pro PCR

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)
e Reakéni pufr (Top-Bio, Praha, CR)
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4.1.10

dNTP smés 10 mM (Top-Bio, Praha, CR)
Taq DNA polymeraza 1 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)
Primery specifické pro doménu Bacteria
Primery specifické pro rod Lactobacillus
Primery specifické pro druh Lactobacillus casei
Primery specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus
Primery specifické pro druh Lactobacillus plantarum
Primery pro RT-PCR:

o GroHRM_F a GroHRM_R

o PlVlaP2Vl
o VI_FaVI_R
o V3_FaV3_R
o V6_FaV6_R
o UPFaUPR

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (2krat koncentrovany 150mM Tris-HCl pH 8,8; 40mM
(NH4)2SO4; SmM MgCl,; 400 uM dATP; 400 uM dCTP; 400 uM dGTP; 400 uM dTTP; Taq
DNA polymeraza (50 U/ml); monoklonalni protilatka anti-Taq; SYTO-9; stabilizatory
a aditiva), (Top-Bio, Praha, CR)
Mg** (Top-Bio, Praha, CR)
Pozitivni kontroly (kmeny ziskané z Ceské sbirky mikroorganismi, Bro, CR, z nichz byla
izolovana DNA koncentrace 10 ng/ul dodana Ing. Stdpankou Trachtovou, Ph.D.)
o Lactobacillus plantarum CCM 7039"
o Lactobacillus casei CCM 7088"
o Lactobacillus rhamnosus CCM 18257
o Lactobacillus gasseri RL22P
Pristroje
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikropipety Discovery HTL (Varsava, Polsko)
NanoDrop 2000 (Thermo Scioentific, Washington, USA)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
Exikator (KIF LAB)
Mikrovlnna trouba PROLINE SM117
Minilnkubator Labnet (Lbnet international Inc., New Jersey, USA)
Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge,
USA)
Transilluminator TVR — 3121 (Spectroline, Albany, USA)
Thermocycler Minicycler™ (BIO-RAD Lab., USA)
Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)
Inkubac¢ni box UVC/T-AR, DNA/RNA, UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)
Spicky pro mikropipety z umé&lé hmoty
Laboratorni sklo
Ockovaci box Fatran L-F
Minicentrifuga SPECTAFUGE MINI

Dalsi bézn¢ laboratorni vybaveni (bunicina, pinzeta, ochranné rukavice, ...)
Vyrobnik jogurti Guzzanti GZ 700 (Privest, Praha, CR)
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4.2 Metody

Nasledujici postupy prace byly s upravami prevzaty ze skript k laboratornimu cviceni [12].

4.2.1 Priprava zivnych médii

e Byla pripravena tekuta média MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) a YGLPB (Yeast, Glucose,
Lactose, Peptone, Broth) navazenim jednotlivych sloZzek a doplnénim vodou podle tabulky 2.

o Cast MRS média byla odlita a byl do n&j pfidan cystein na vyslednou koncentraci 0,5 g/l.

e Slozeni médii bylo pievzato z Ceské sbirky mikroorganisma.

e Zpolovicniho mnozstvi kazdého ze tfi médii bylo pridavkem 15 g/l agaru pfipraveno tuhé

médium.

e Vsechna média byla sterilovana pii 115 °C po dobu 20 min.

Tabulka 2: SloZeni Zivnych médii

MRS médium YGLPB médium
Slozka Mnozstvi Slozka Mnozstvi
Yeast extract 5¢gl Pepton 10 g/1
Beef extract 10 g/1 LabLemco 8 g/l
Pepton 10 g/1 Yeast extract 3¢/l
Glukoéza 20 g/l Glukoéza 5¢gl
Tween 80 S ml/l Laktoza 5¢gl
K,HPO, 2 g/l KH,PO, 2,5 ¢/l
Octan sodny 5¢gl K,HPO, 2,5 g/l
Citrat amonny 2 g/l MgS0,.7H,0 0,2 g/
MgS0,.7H,O 0,2 gl MgS0,4.4H,0 0,05 g/l
MgS0,.4H,0 0,05 g/1 Destilovana voda 500 ml
Destilovana voda 500 ml
4.2.2 Kaultivace bakterii
Tabulka 3: PouZita média, zpiisob a doba kultivace bakterii
Kmen Médium Kaultivace Cas
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190" MRS acrobng¢ 1 den
Lactobacillus acidophilus CCM 4833" MRS acrobng¢ 1 den
Lactococcus lactis CCM 1877" MRS acrobng¢ 1 den
Streptococcus thermophilus CCM 4757 YGLPB acrobng¢ 2 dny
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 MRS + cys anaerobng¢ 3 dny
Bifidobacterium longum CCM 3764 MRS + cys anaerobné 3 dny
Bifidobacterium animalis CCM 4988" MRS + cys anaerobng¢ 3 dny
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4.2.3

M¢dia pouzita pro jednotlivé kultury, zpusob a dobu kultivace ukazuje tabulka 3, dle
doporuéeni Ceské sbirky mikroorganisma, Brno.

Z kazdého kmene byl vytvoren jeden kiiZzovy roztér na pevné médium a jedno zaockovani do
tekutého média.

Z kultur narostlych na pevném médiu bylo znovu provedeno zaockovani do tekuté¢ho média.
Viechny kultury narostlé v tekutém médiu byly centrifugovany 1800 ot.min™, supernatant slit
a kultury zamrazeny na —-80 °C.

Izolace bakterialni DNA komer¢nim kitem

Byl pouzit komeréné dostupny kit pro izolaci bakterialni DNA UltraClean™ Microbial DNA
Isolation Kit, MO Bio Laboratories podle prilozeného navodu.

4.24

Priprava hrubého lyzatu bakterialnich bunék

1 ml kazdé kultury z tekutého média byl napipetovan do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky.
Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 3 minut pfi 10 000 ot./min.

Supernatant byl opatrné a dikladné slit.

Sediment byl rozsuspendovan v 1 ml roztoku A.

Vzorky byly centrifugovany po dobu 3 min pii 15 000 ot./min, supernatant byl slit.
Sediment byl rozsuspendovan v 500 ul roztoku B.

Takto vznikly roztok byl hodinu inkubovan pii laboratomi teplot¢.

Po inkubaci bylo k roztoku pfidano 25 ul 20% SDS a 5 ul proteinasy K (100 pg/ml).

Vse bylo dukladné promichano a pres noc inkubovano pfi 55 °C.

Izolace DNA z hrubého lyzatu bunék fenolovou extrakci

K 500 pl hrubého lyzatu kazd¢ z kultur byl pfidan stejny objem fenolu.

Roztoky byly kyvavym pohybem promichavany po dobu 4 min.

Nasledné byly smési centrifugovany pii 15 000 ot./min po dobu 3 min.

Do ¢istych Eppendorfovych zkumavek byla odebrana vodna faze.

K vodné fazi bylo pridano 700 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24 : 1.
Smési byly kyvavym pohybem promichavany po dobu 4 min.

Nasledné byly centrifugovany 3 min pii 10 000 ot./min.

Do ¢cistych Eppendorfovych zkumavek byly odebrany vodné faze.

Srazeni DNA etanolem

Ke vzorkiim DNA byla pfidana 1/20 jejich objemu octanu sodného a smési byly promichany.
Nasledné bylo pridano 750 pl 96% etanolu a smési byly opét promichany.

DNA byla ponechana ke sraZeni po dobu 15 min pii —20 °C.

Vzorky byly centrifugovany po dobu 15 min pfi 10 000 ot./min.

Supernatant byl slit a sediment ususen v exsikatoru.

Vysrazena DNA byla pfes noc rozpusténa ve 100 pl TE pufru.

Izolace DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych mikrocastic

Smés pro izolaci DNA zhrubého lyzatu bun¢k pomoci magnetickych mikrocastic byla
namichana podle tabulky 4.

Vysledna koncentrace PEG 6000 byla 16%, vysledna koncentrace NaCl 2M.

Po smichani vSech slozek v Eppendorfové zkumavee byla smés po dobu 10 min inkubovana
pfi laboratomi teploté.

Pot¢ byla kratce stocena na minicentrifuze a umisténa do magnetického separatoru na dobu
5 min.
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Nasledné€ byl odebran superatant a vzorek byl promyt 1000 ul 70% etanolu, promichan a opét
umistén na magneticky separator.

Po odseparovani castic byl etanol odebran a vzorek jeste€ jednou promyt 500 ul 70% etanolu.
Zbyly etanol byl odparen volné€ na vzduchu.

Ziskana DNA adsorbovana na magnetické nosice byla eluovana do 50 pl TE pufru.

Po tfech dnech byl eluat obsahujici DNA odebran do novych Eppendorfovych zkumavek.

Tabulka 4: SloZeni smési pro izolaci DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych nosicii

Krok Slozka Objem [ul]
1 NaCl5 M 400
2 DNA (hruby lyzat) 100
3 PEG 600 40% 100
4 Magnetické ¢astice 2 mg/ml 400
4.2.8 Vyroba domaciho jogurtu

4.2.9

4.2.9.1

Do 150 ml plnotu¢ného mlé¢ka osetfeného UHT zahfevem bylo zaockovano 15 g jogurtového
vyrobku.

Z kazdého vyrobku byl vytvoren jeden domaci jogurt

Po promichani byla smés kultivovana v jogurtovaci Guzzanti po dobu 8 hodin.

Po skonceni kultivace byly vytvorené jogurty skladovany pfti 4 °C.

Z kazdého z takto vyrobenych domacich jogurtti (dale oznacovanych jako prvni varka) byl
nasledné stejnym zpusobem vytvoren druhy domaci jogurt (druha varka).

Optimalizace izolace DNA bakterialnich kultur z jogurtovych vyrobku

Bez promyti
Z kazdého jogurtového vyrobku byl dvakrat odebran 1 g vyrobku do ¢isté Eppendorfovy
zkumavky.
Nasledné byl pouzit komeréné dostupny kit pro izolaci bakterialni DNA UltraClean™
Microbial DNA Isolation Kit, MO Bio Laboratories podle pfiloZeného navodu.

Promyti 3krdt
Z kazdého jogurtového vyrobku byl dvakrat odebran 1 g vyrobku do ¢isté Eppendorfovy
zkumavky.
Ke kazdému vzorku bylo pfidano 500 ul roztoku A a fadné promichano.
Smési byly centrifugovany pfi 14 000 ot./min po dobu 5 minut.
Supernatant byl slit a ke kazdému vzorku bylo pfidano dalSich 500 ul lyza¢niho roztoku
a fadn¢ promichano.
Smési byly opét centrifugovany pii 14 000 ot./min po dobu 5 minut, supernatant byl slit.
Promyti pak bylo jesté jednou zopakovano (celkem bylo promyto 3krat).
Nasledné byla DNA izolovana komerénim kitem UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit
(MO Bio Laboratories) podle prislusného navodu.

Promyti 7krdt
Z kazdého jogurtového vyrobku byl dvakrat odebran 1 g vyrobku do cist¢ Eppendorfovy
zkumavky.
Ke kazdému vzorku bylo pifidano 500 pl roztoku A a fadné promichano.
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4.2.10

Smési byly centrifugovany pfi 14 000 ot./min po dobu 5 minut.

Supernatant byl slit a ke kazdému vzorku bylo pfidano dalSich 500 ul lyza¢niho roztoku
a fadn¢ promichano.

Smési byly opét centrifugovany pii 14 000 ot./min po dobu 5 minut, supernatant byl slit.
Promyti pak bylo jest¢ pétkrat zopakovano, vzdy s dirazem na fadné odstranéni supernatantu,
dokud ve zkumavce nezustaly jen na pohled ¢isté buriky.

Nasledn¢ byla DNA izolovana komerénim kitem UltraCleanTM Microbial DNA Isolation Kit
(MO Bio Laboratories) podle prislusného navodu.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Roztoky DNA o objemu 2 pl byly naneseny na ¢ocku spektrofotometru NanoDrop 2000.
Absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 230 — 320 nm proti TE pufru (v pfipadé¢
DNA izolované¢ komer¢nim kitem proti roztoku, do kterého se DNA eluuje v poslednim
korku).

Z hodnoty absorbance pfi 260 nm byla stanovena koncentrace vzorku DNA.

Z hodnoty Aseonm/ Azgonm @ Azeonm/ A2zonm Dyla stanovena Cistota vzorku DNA.

Redéni DNA

Vzorky byly fedény TE pufrem na koncentraci DNA vhodnou pro PCR, tedy zhruba 10 ng/pl.
Vzorky izolované fenolovou extrakei byly zfedény i na 100 ng/ul a 1 ng/ul.

Konvenéni PCR

Vsechny komponenty pro PCR byly rozmrazeny, protfepany a kratce stoCeny na
minicentrifuze.

Pii pfipravé jednotlivych smési pro PCR byly pouzity primery specifické pro druh
Lactobacillus plantarum (R plant, F plant) [32], pro druh Lactobacillus rhamnosus (Pr 1,
Rha II) [33] a pro druh Lactobacillus casei (F Casei, R Casei) [32]. Tabulka 5 ukazuje jejich
sekvence.

Dale byl zjednotlivych komponent kromé DNA matrice pfipraven master mix, ktery byl
nasledné rozpipetovan do jednotlivych zkumavek tak, Ze kazda obsahovala urcit¢ objemy
prislusné slozky, tak jak ukazuje tabulka 6.

Vysledny objem v jedné zkumavce byl 25 pl.

Jako DNA matrice byla pouzita DNA jednotlivych vzorku upravena na vyslednou koncentraci
zhruba 10 ng/ul a byla do smési piidana jako posledni.

Obdobnym zpuisobem byla pfipravena pozitivni kontrola, slouZici ke kontrole preciznosti
prace. Matrici DNA zde predstavovala DNA o koncentraci 10 ng/ul izolovana ze sbirkovych
kmeni, dodana Ing. Stdpankou Trachtovou, Ph.D. Pro PCR specifickou pro druh
Lactobacillus plantarum se jednalo o kulturu Lactobacillus plantarum CCM 7039" , pro druh
Lactobacillus casei se jednalo o kulturu Lactobacillus casei CCM 7088" a pro druh
Lactobacillus rhamnosus se jednalo o kulturu Lactobacillus rhamnosus CCM 1825,

Obdobn¢ byla pripravena i negativni kontrola, slouZzici ke kontrole kontaminace komponent,
kde matrice DNA byla nahrazena stejnym mnozstvim PCR vody.

Takto pripravené PCR smési byly promichany, kratce stoceny na minicentrifuze a vlozeny do
cykleru.

Na cykleru byl spustén prislusny program pro PCR podle tabulky 7.
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Tabulka 5: Sekvence specifickych primerii

Druh Primery Sekvence primeru (5’ - 3’) Velikost produkti
_ R plant TGT TCT CGG TTT CAT TAT GAA AAA
g
F plant TGG ATC ACC TCC TTT CTA AGG AAT
Prl CAGACTGAAAGTCTGACGG
thc ;‘ZZZ;Z’S‘S Rha IT GCGATGCGAATTTCTATTATT 400, 200 bp
F Casei CTA TAA GTA AGC TTT GAT CCG GAG
Lact::;c;illus ATT T 132 bp
R Casei CTT CCT GCG GGT ACT GAG ATG T
Tabulka 6: SloZeni smési pro konvencni PCR
Objem [pl]
Krok Slozka Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
plantarum casei rhamnosus
1 PCR voda 19 19 15.5
> Reakéni pufr 25 25 25
3 dNTP sm¢s 10 mM 0.5 0.5 1
4 Mg™ . . 2
5 Primer 1 (10 pmol/pl) 0.5 0.5 1
6 Primer 2 (10 pmol/pl) 0.5 0.5 1
7 Taq DNA polymeraza 1 U/ul 1 1 1
8 DNA matrice (10 ng/ul) 1 1 1
Celkem 25 25 25
Tabulka 7: Specifické amplifikacni programy pro PCR
Krok Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
plantarum casei rhamnosus
1. Prodlouzena denaturace DNA 95 °C/5 min 95 °C/5 min 95 °C/5 min
2. Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30s 95°C/30s
3. Hybridizace primera 55°C/30s 55°C/30s 58 °C/30s
4. Syntéza novych retézci DNA 72 °C/60 s 72 °C/60 s 72 °C/60 s
5. Dosyntetizovani DNA 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min
Pocet cykli (krok 2 — 4) 30 30 30
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4.2.13 RT-PCR
e Vsechny komponenty pro PCR byly rozmraZeny, protiepany a kratce stoCeny na
minicentrifuze.
e Zjednotlivych komponent pro PCR kromé DNA matrice byl v ockovacim boxu piipraven
master mix, ktery po rozpipetovani do jednotlivych zkumavek obsahoval objemy jednotlivych
slozek, které ukazuje tabulka 8. Vysledny objem v kazdé zkumavce byl 25 ul.

Tabulka 8: SloZeni smési pro RT-PCR

Krok Slozka Objem [pl]
1 SYTO-9 12,5
2 PCR voda 9,5
3 Primer 1 (10 pmol/pl) 1
4 Primer 2 (10 pmol/pl) 1
5 DNA matrice (10 ng/ul) 1
Celkem 25

e Jako DNA matrice byla pouzita DNA jednotlivych vzorku upravena na vyslednou koncentraci
10 ng/pl a byla do smési piidana jako posledni.

e Stejnym zpusobem byla pripravena pozitivni kontrola, slouzici ke kontrole preciznosti prace.

e Obdobn¢ byla pripravena i negativni kontrola, slouZici ke kontrole kontaminace komponent,
kde matrice DNA byla nahrazena stejnym mnozstvim PCR vody.

e Takto pfipravené¢ PCR smési byly promichany, kratce sto¢eny na minicentrifuze a vlozeny do
cykleru.

e Na cykleru byl spustén prislusny program pro RT-PCR.

e Po probéhnuti PCR byly vzorky na tomtéZz pristroji podrobeny melt analyze.

4.2.13.1 S DNA z cistych kultur

e Pii pripravé jednotlivych smési pro PCR byly pouzity primery specifické pro doménu
Bacteria (F_eub, R_eub) [32], pro rod Lactobacillus (F allact, R allact) [32]. Sekvence
primeru ukazuje tabulka 9.

Tabulka 9: Sekvence primerii pro RT-PCR s DNA z cistych kultur

Primery Sekvence primeru (5’ - 3°) Velikost produkti
F_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT
Doména Bacteria R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA 466 bp
ATCCTGTT
F allact TGG ATG CCT TGG CAC TAG
GA
Rod Lactobacillus 92 bp
R allact AAA TCT CCG GAT CAA AGC
TTA CTT AT

29



Matrici DNA predstavovala DNA izolovana z Cistych kultur Lactobacillus plantarum CCM
7039",  Lactobacillus casei CCM 7088", Lactobacillus rhamnosus CCM 18257
a Streptococcus thermophilus CCM 4757.

Matrici DNA pro pozitivni kontrolu predstavovala DNA o koncentraci 10 ng/ul izolovana ze
sbirkovych kmenti, dodana Ing. Stépankou Trachtovou, Ph.D. Pro PCR specifickou pro rod
Lactobacillus se jednalo o kulturu Lactobacillus gasseri RL22P.

Z.DNA kultury Escherichia coli (Sigma Aldrich) byla desitkovym fedénim pfipravena
kalibra¢ni fada v rozsahu 0,01 — 100 ng/pl, ze které byly vytvofeny smési pro PCR, jez
zaroven slouzily i jako pozitivni kontroly pro RT-PCR pro doménu Bacteria.

Program pro RT-PCR s pfislusnymi primery byl spustén podle tabulky 10.

Tabulka 10: Programy pro RT-PCR s DNA z cistych kultur

Krok Doména Bacteria Rod Lactobacillus
1. Prod,louzena denaturace DNA 95 °C/5 min 95 °C/5 min
v prvnim cyklu
2. Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30s
3. Hybridizace primera 55°C/30s 55°C/30s
4. Syntéza novych retézci DNA 72 °C/30 s 72 °C/120 s
5. Dosyntfttlzovanl DNA 72 °C/5 min 72 °C/5 min
v poslednim cyklu
Pocet cykli (krok 2 —4) 30 35
50°C/90 s 50°C/90 s
6. Melt analyza
50-99°C,po1°C/5s 50-99°C,po1°C/5s

4.2.13.2 S DNA z jogurtovych vyrobki

Sekvence pouzitych primeru ukazuje tabulka 11.

Matrici DNA piedstavovala DNA izolovana z jogurtovych vyrobki.

Matrici DNA pro pozitivni kontroly predstavovala DNA izolovana z kmenii Lactobacillus
plantarum CCM 7039, Lactobacillus casei CCM 7088", Lactobacillus rhamnosus CCM
1825", Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190", Lactobacillus acidophilus CCM
4833",  Lactococcus lactis CCM 1877, Streptococcus —thermophilus CCM 4757,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762, Bifidobacterium longum CCM 3764, Bifidobactrium
animalis CCM 4988".

Program pro RT-PCR s pfislusnymi primery byl spustén podle tabulky 12.
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Tabulka 11: Primery pouZzité pro RT-PCR s DNA z jogurtovych vyrobkii

Dvojice primera Sekvence primeri (5’ - 3°) Citace

GroHRM_F GTTTGATCGCGGCTATCTGA

GroHRM_R CCTTGTTGMACGATTTCTTG 54
P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC
P2V1 TTC CCC ACG CGT TAC TCA CC ]
VI_F GYGGCGNACGGGTGAGTAA
V1_R TTACCCCACCAACTAGC 3]
V3_F CCAGACTCCTACGGGAGGCAG
V3_R CGTATTACCGCGGCTGCTG 3]
V6_F GGAGCATGTGGTTTAATTCGA
V6_R AGCTGACGACANCCATGCA 3]
UPF TCC TAC GGG AGGCAGCAGT
UPR GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT 7l

Tabulka 12: Programy pro RT-PCR s DNA z jogurtovych vyrobkii

Primery
GroHRM_F,R P1V1,P2V1 VI_F,R UPF, UPR
Krok V3_F,R
V6_F,R
1. Prodlouzena denaturace DNA 98 °C/1 min 95°C/5min  95°C/Smin 95 °C/5 min
2. Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30's 95°C/30s 95°C/10's
3. Hybridizace primera 59°C/45 s 53°C/30s 60 °C/60 s 60 °C/30s
4. Syntéza novych retézci DNA 72 °C/45 s 72 °C/60 s 72 °C/ 60s 72 °C/ 10s
5. Dosyntetizovani DNA 65 °C/5 min 72 °C/5 min 95°C/30 s 72 °C/5 min
28 °C/30's
72 °C/5 min
Pocet cykli (krok 2 — 4) 45 30 45 45
50°C/90 s 50 °C/90 s 50°C/90 s 50°C/90 s
6. Melt analyza 50-99°C,po  50-99°C, 50-99°C, 50-99°C,

0,5°C/5s po0 0,5°C/5s po0,5°C/5s po0,5°C/5s

31



4.2.14 Agarozova gelova elektroforéza

Pro vyhodnoceni produktu amplifikace byl namichan 1,8% agardzovy gel z 1,8 g agarozy
a 100 ml 0,5 x TBE pufru. Roztok byl za ob¢asného michani nechan pétkrat prejit varem
v mikrovlnné troubg.

Pot¢ byl roztok nalit do pfipravené formy a ponechan jednu hodinu tuhnout.

Mezi tim bylo do vzorki amplifikované DNA pridano 5 ul nanaseciho pufru Red load.

Po zatuhnuti roztoku na gel byl vyjmut hiebinek a do vzniklych komurek bylo pipetovano
20 pl vzorku.

Do jedné komurky byl nanesen standard (100 bp) o objemu 5 pl, dle doporuceni vyrobce.
Takto pfipraveny gel byl vlozen do elektroforetické vany a prelit 0,5 x TBE pufrem zhruba
1 cm nad gel.

Vana byla pfipojena ke zdroji napéti 80 V po dobu 2 hodin.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfemistén na 20 minut do roztoku ethidiumbromidu.
Obarveny gel byl umistén na transiluminator a ozaren UV svétlem o vinové délce 305 nm.

V tomto stavu byl gel fotograficky zdokumentovan a vyhodnocen.
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5 VYSLEDKY

5.1 1Izolace DNA ¢istych kultur

7 1 ml kazdé z kultur Lactobacillus plantarum CCM 7039", Lactobacillus casei CCM 7088",
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 a Streptococcus thermophilus CCM 4757 v tekutém médiu byl
vytvorfen hruby lyzat podle bodu 4.2.4. Z kazdého lyzatu byla DNA izolovana fenolovou extrakci
s naslednym srazenim DNA etanolem (podle bodu 4.2.5 a 4.2.6) a pomoci magnetickych ¢astic
Fkol 77 ox a F79 lysine (podle bodu 4.2.7). Z dalsiho 1 ml kazdé z uvedenych kultur byla izolovana
DNA pomoci komeréniho kitu (bod 4.2.3) vzdy ve dvou paralelach.

5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované
z Cistych kultur

Podle bodu 4.2.10 byla pomoci prfistroje NanoDrop 2000 v rozmezi vilnovych délek 230 — 320 nm
zm¢érena absorbance vzorku DNA cistych kultur ziskané dle pfedchoziho odstavce. Vysledky shrnuje
tabulka 13. Jelikoz pfi kazdém zpusobu izolace bylo pouzito odlisné mnozstvi kultury, popf. hrubého
lyzatu, ukazuje zminéna tabulka i koncentraci DNA pfepoétenou na 1 ml pavodni kultury a na eluci
ziskané DNA do 50 pl TE pufru, popt. roztoku, do kter¢ho se DNA cluuje v poslednim korku izolace
komerénim kitem. Prislusné vypocty byly nasledujici:

DNA izolovana pomoci komercniho kitu
Vychozim objemem byl 1 ml kultury, DNA byla eluovana do 50 pl roztoku, proto:
c=cq

kde ¢, — koncentrace stanovena spektrofotometricky a ¢ — koncentrace prepoctena na 1 ml kultury
a 50 pl elu¢niho roztoku.

DNA izolovand z hrubého lyzdatu pomoci fenolové extrakce

Bylo pouzito celych 500 pl hrubého lyzatu ziskaného z 1 ml kultury, DNA byla eluovana do 100 pl
TE pufru, proto:

c=2" ¢
DNA izolovana z hrubého lyzdatu pomoci magnetickych éastic

Bylo pouzito 100 pl hrubého lyzatu z 500 pl ziskanych z 1 ml kultury, DNA byla eluovana do 50 pl
TE pufru, proto:

c=5-¢
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Tabulka 13: Spetkrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA ziskané z Cistych kultur

Zpusob izolace Druh ¢ [ng/ul] Aseo/Azso Aseo/Aazg ¢ [ng/ul]

L. plantarum 154,4 1,70 0,78 772,0

Castice L. rhamnosus 25,7 1,62 0,19 128.,5
Fkol 77 ox L. casei 25,6 1,28 0,47 128,0
S. thermophilus 124,6 1,82 0,92 623,0

L. plantarum 31,3 1,48 0,23 156,5

Castice L. rhamnosus 65,9 1,35 1,38 329,5
F79 lysine L. casei 186,6 1,39 0,48 933,0
S. thermophilus 131,8 1,79 0,84 659,0

L. plantarum 1 10,9 1,80 0,19 10,9

L. plantarum 2 9,2 1,72 0,42 9,2

L. rhamnosus 1 30,9 1,57 0,20 30,9

Komeréni L. rhamnosus 2 31,0 1,66 0,17 31,0

kit L. casei 1 11,1 1,45 0,41 11,1

L. casei 2 12,8 1,64 0,20 12,8

S. thermophilus 1 54 1,94 0,89 5,4

S. thermophilus 2 10,0 1,86 0,39 10,0

L. plantarum 422.0 2,02 1,91 844.,0

Fenolova L. rhamnosus 365,6 1,79 1,80 731,2
extrakce L. casei 225,6 1,68 1,64 451,2
S. thermophilus 560,6 1,87 1,94 1121,2

¢,— koncentrace stanovend spektrofotometricky

¢ — koncentrace prepoctend na 1 ml kultury

Byla ziskana DNA riznych koncentraci a riizné Cistoty v zavislosti na pouzit¢ metod¢ izolace.
Nejvyssi koncentrace 1 Cistotu vykazovaly vzorky ziskané fenolovou extrakci, u nichz se koncentrace
pohybovaly v fadu stovek az tisice ng/pl DNA z 1 ml kultury eluované do 50 pl roztoku. Poméry
absorbanci Ajsp/Asgy @ Ageo/Anso S€ pohybovaly kolem optimalnich hodnot, tedy 1,8 a 2,0. Dle hodnot
téchto poméru byla nejméné Cista DNA izolovana pomoci magnetickych ¢astic. Nejnizsi koncentrace
izolované DNA bylo dosazeno izolaci pomoci komeréniho kitu. Ziskana DNA je v kvalit¢ vhodné pro
pouziti pro PCR.

5.3 Redéni DNA

Vzorky DNA ziskané podle bodu 5.1 fenolovou extrakci a magnetickymi ¢asticemi byly fedény na
koncentraci vhodnou pro PCR (podle bodu 4.2.11), tedy zhruba 10 ng/pl. Vzorky ziskané fenolovou
extrakci byly fedény i na 1 ng/pl a 100 ng/pl.
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5.4 PCRVv reialném case s DNA z ¢istych kultur

S veskerou DNA ziskanou dle bodu 5.1 a fedénou podle bodu 5.3 byla provedena PCR v realném
Case snaslednou analyzou kifivek tani sprimery specifickymi pro doménu Bacteria a rod
Lactobacillus v pristroji Thermocycler Rotor-Gene 6000 (postup podle bodu 4.2.13). Produkt RT-PCR
byl detekovan také agar6zovou gelovou elektroforézou (podle bodu 4.2.14).

5.4.1 RT-PCR specificka pro doménu Bacteria

S veskerou DNA byla provedena PCR v realném case s naslednou analyzou kfivek tani s primery
specifickymi pro doménu Bacteria oznaCenymi jako F eub a R eub. Soucasn¢ byla RT-PCR
podrobena i kalibra¢ni fada pripravena desitkovym fedénim DNA kultury Escherichia coli, ktera
zaroven slouzila i jako pozitivni kontrola. S pomoci kalibracni fady a programu pfislusejicimu
k cykleru Rotor-Gene 6000 byla provedena kvantifikace DNA ve vzorcich metodou kalibracni fady
(obrazek 7). Zjist€né hodnoty pocatecni koncentrace DNA ve vzorcich (c,) shrnuje tabulka 14, stejné
tak jako hodnoty prahovych cyklu (C,). Vysledné amplifikacni kfivky vzorki ukazuje obrazek 8.
Nasledné byla provedena analyza kiivek tani. Kfivky tani vzorku ukazuje obrazek 9, zjisténé teploty
tani jsou zaznamenany ve vySe zminéné tabulce. Produkt RT-PCR byl detekovan také agardézovou
gelovou elektroforézou (obrazek 10) s ocekavanou velikosti produkti 466 bp.

Cycling A.Green (Page 1)
i ; ' ' R=0,99989
: ' R2=0,99979
2454-----4- - B LR ECEETEEPLEEELE R S o e o b S e e e T o e AT W=-3,470

24 : . : B=17,907
235 - . - - - - 4 ¢ L g 2 9 ! | Efficiency=0,94

2
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i

©18
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16
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15
145
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135
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125
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15

6 0% 10 ad® ¢ 10% 10 10" 16
Concentration

Modré — body kalibracni primky, cervené — body analyzovanych vzorkii
Body rady o koncentraci 1 ng/ il, 10 pg/ ul a 1 pg/ ul byly zanedbany, jelikoZ zkreslovaly tvar primky

Obrdzek 7: Kalibracni primka ziskand RT-PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria
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Tabulka 14: Charakteristiky vzorkii ziskané pomoci RT-PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Zpusob izolace Barva Kmen C; ¢y [ng/ul]l T, [°C]
B L. plantarum 2098 0,130 87,8
Castice Flol 77 ox L. rhamnosus 22,99 0,034 86,8
B L. casei 2474 0011 88,0
. S. thermophilus 20,39 0,193 87,5
L. plantarum 23,09 0,032 87,8
Castice F9 ysine | L. rhamnosus 1828 0,783 87,2
B L. casei 2385 0,019 88,0
S. thermophilus 19,48 0,352 87,2
| L. plantarum 1824 0,802 88,0
Fenolovi extrakee, 10 ng/ul = L. rhamnosus 20,17 0,222 87,0
L. casei 21,12 0,118 88,0
B S. thermophilus 1419 11,785 87,8
L. plantarum 22,71 0,041 87,8
Fenolovi extrakee, 1 ng/yl L. rhamnosus 17,90 1,005 87,2
L. casei 25,33 0,007 88,0
S. thermophilus 21,24 0,109 87,0
] L. plantarum 1462 8873 88,2
Fenolovi extrakce, 100 ng/ul L thamnofms 1:22 2()5;?()3 z;’g
. casel N s s
. S. thermophilus 13,42 19,656 87,8
|| L. plantarum 1648 2,571 88,0
B L. rhamnosus 16,16 3,182 87,3
Komerc¢ni kit, 1. paralela . L casei 17.12 1683 882
B S. thermophilus 14,58 9,078 87.5
H L. plantarum 17,14 1,666 88,0
| L. rhamnosus 1608 3372 87,3
Komer¢ni kit, 2. paralela . L casei 18.39 0.728 88.0
S. thermophilus 17,23 1,569 87,5
| Standard 100 ng/ul 11,03 96,192 89,0
. Standard 10 ng/pl 14,35 10,600 88,8
Body kalibraéni piimky . Standard 1 ng/ul ) ) 88,7
Standard 100 pg/ul 21,41 0,98 88,5
B Standard 10 pg/ pl ; ; 88,7
B Standard 1 pg/ pl ; - 88,5

Negativni kontrola
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Nejniz§i hodnoty prahovych cykla byly naméfeny u vzorki DNA ziskanych pomoci komeréniho
kitu a u vzorkt ziskanych fenolovou extrakci fedénych na 100 ng/ul. U stejnych vzorka byla pomoci
kalibra¢ni tady zjisténa i nejvyssi pocatecni koncentrace. Body 1 ng/ul, 10 pg/ pl, 1 pg/ ul kalibracni
fady byly zanedbany, jelikoz zkreslovaly jeji tvar.

Pomoci analyzy kfivek tani produkti PCR byly u vSech vzorku kromé negativni kontroly zjistény
piky urcujici teploty tani v rozmezi 86,8 — 88,8 °C. Nepritomnost piku u negativni kontroly vyvraci
kontaminaci komponent PCR cizorodou DNA. Produkty PCR byly detekovany i pomoci gelové
elektroforézy, kde byl u vSech vzorki detekovan produkt priblizn€ ocekavané velikosti 466 bp, ¢imz
byla prokazana pritomnost DNA domény Bacteria. Produkt nebyl detekovan u negativni kontroly a u
bodu kalibracni fady o koncentraci 10 pg/pl.

Béhé. 1 2 3 4 56 7 89 101112131415161718 19 20

1500 bp
466 bp 500 bp
100 bp
Béh¢. 21 22 23 24 25 2627 2829 30 31 32 3334 35 36 3738 39 40
1500 bp
466 bp ISR R B 500 bp
100 bp

Schéma naneseni vzorkii:

béhy ¢ 19 a 33 — DNA standard 100 bp

béh ¢ 20 — negativni kontrola

béhy ¢ 34 aZ 39 — vzorky kalibracni Fady od nejvice koncentrovaného k nejméné koncentrovanému
béhy ¢ laz 4 — vzorky izolované pomoci magnetickych castic Fkol 77 ox

béhy ¢ 5 az 8 —vzorky izolované pomoci magnetickych castic F79 lysine

béhy ¢. 9 az 12 —vzorky izolované fenolovou extrakci, redéné na 10 ng/ul

béhy ¢ 13 az 16 — vzorky izolované fenolovou extrakci, Fedéné na 1 ng/ ul

béhy ¢ 17, 18, 21, 22 — vzorky izolované fenolovou extrakci, Fedéné na 100 ng/ il

béhy ¢ 23 aZ 26 — vzorky izolované pomoci komercniho kitu, 1. paralela

béhy ¢ 27 az 30 — vzorky izolované pomoci komercniho kitu, 2. paralela

Naneseno vzdy v poradi L. plantarum, L. rhamnosus, L. casei, S. thermophilus v ramci kazdé izolace

Obrdzek 10: Gelovid elektroforéza produktit PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria
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5.4.2 RT-PCR specificka pro rod Lactobacillus

Vzorky byly podrobeny PCR v realném case a nasledné analyze kfivek tani s primery specifickymi
pro rod Lactobaicllus oznatenymi F allact a R allact. Jako pozitivni kontrola byla pouzita kultura
Lactobacillus gasseri RL22P. Vysledné amplifika¢ni kfivky jsou na obrazku 11. Hodnoty C,
jednotlivych vzorka shrnuje tabulka 15, stejné tak i teploty tani ziskané naslednou analyzou kfivek
tani. Kfivky tani vzorka ukazuje obrazek 12. Produkty RT-PCR byly detekovany agarézovou gelovou
elektroforézou (obrazek 13). Ocekavana velikost produkti byla 92 bp.
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Obrazek 11: Amplifikacni kFivky RT-PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus
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Obrazek 12: Analyza kifivek tdni pro produkty RT-PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus
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Tabulka 15: Charakteristiky vzorkii ziskané pomoci RT-PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus

Zpusob izolace Barva Kmen C; T [°C]

. L. plantarum 26,8 82,7
. L. rhamnosus 22.5 82,7
Ciastice Fkol 77 ox ] L ) 253 8.7

. casei , )
. S. thermophilus 27,9 82,7
L. plantarum 27,2 82,7
. . L. rhamnosus 25,0 82,7
Castice F79 lysine . a4 925

L. casei , s
S. thermophilus 27,9 82,8
. L. plantarum 28,1 82,8
. L. rhamnosus 18,0 82,5

Fenolova extrakce, 10 ng/pl .
L. casei 20,4 82,5
. S. thermophilus 24,1 82,5
L. plantarum 27,3 82,7
L. rhamnosus 21,4 82,7
Fenolova extrakece, 1 ng/pl
L. casei 23,5 82,5
S. thermophilus 28,7 82,8
. L. plantarum 23,7 82,7
L. rhamnosus 14,7 82,7
Fenolova extrakce, 100 ng/ul

L. casei 17,7 82,8
. S. thermophilus 24.6 82,8
. L. plantarum 21,6 82,8
. L. rhamnosus 15,3 82,8

Komer¢ni kit, 1. paralela . 155 0
L. casei , v
. S. thermophilus 25,2 82,7
. L. plantarum 21,7 82,7
. L. rhamnosus 15,1 82,5
Komer¢ni kit, 2. paralela . 71 .8

L. casei R s
S. thermophilus 25,7 82,8
Pozitivni kontrola 27,6 83,0

(Lactobacillus gasseri

RL.22P)

Negativni kontrola
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Nejniz§i hodnoty prahovych cyklu byly naméfeny u vzorki DNA izolované pomoci komeréniho
kitu a pomoci fenolové extrakce fedéné na 100 ng/pl. Pomoci analyzy kfivek tani byly zjistény teploty
tani produktd PCR u vSech vzorki krom¢ negativni kontroly v rozmezi 82,5 — 82,8 °C. Pri detekci
produkti PCR agar6zovou gelovou elektroforézou byl u vSech vzorkti kromé negativni kontroly
detekovan produkt o ocekavané velikosti zhruba 92 bp, ¢imz byla prokdzana pfitomnost bakterialni
DNA rodu Lactobacillus.

Béhe. 1 2 3 4 56 7 8 9101112 13141516171819 2021 2223242526272829 30313233

\

92 bp SRR e DR PR See . *es - 100 bp

Schéma naneseni vzorkii:

béh ¢. 21 — DNA standard 100 bp

béh ¢. 33 — negativni kontrola Lactobacillus gasseri RL22P

béh ¢. 32 — pozitivni kontrola

béhy ¢. 1az 4 —vzorky izolované pomoci magnetickych castic Fkol 77 ox
béhy ¢ 5 az 8 — vzorky izolované pomoci magnetickych castic F79 lysine
béhy ¢. 9 az 12 —vzorky izolované fenolovou extrakci, Fedéné na 10 ng/ul
béhy ¢. 13 az 16 — vzorky izolované fenolovou extrakci, Fedéné na 1 ng/ il
béhy ¢. 17 az 20 — vzorky izolované fenolovou extrakci, Fedéné na 100 ng/ il
béhy ¢ 22 az 25 — vzorky izolované pomoci komercniho kitu, 1. paralela
béhy ¢. 26 az 29 — vzorky izolované pomoci komercniho kitu, 2. paralela
Naneseno vzdy v poradi L. plantarum, L. rhamnosus, L. casei, S. thermophilus v ramci kazdé izolace

Obrdzek 13: Gelovi elektroforéza produktiit PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus
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5.5 Konvenc¢ni PCR

Vzorky ziskané podle bodu 5.1 (krom¢& Streptococcus thermophilus) a fedéné podle bodu 5.3
(krom¢ vzorku ziskanych fenolovou extrakei fedénych na 1 ng/ul) byly podrobeny konven¢ni PCR
s primery specifickymi pro druh Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus
plantarum (podle bodu 4.2.12). Produkt PCR byl detekovan gelovou elektroforézou (podle bodu
4.2.14).

5.5.1 Dukaz pritomnosti DNA bakterii druhu Lactobacillus casei

Vzorky pochazejici z kmene druhu Lactobacillus casei byly podrobeny konvenéni PCR s primery
specifickymi pro druh Lactobacillus casei oznacenymi F Casei a R Casei. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA kmene Lactobacillus casei CCM 7088". Produkt PCR detekovany gelovou
elektroforézou s ocekavanou velikosti produktu 132 bp ukazuje obrazek 14. Ve vSech vzorcich kromé
negativni kontroly byl detekovan produkt PCR o ocekavané velikost 132 bp, ¢imz byla prokazana
pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus casei.

1000 bp

500 bp

132 bp 100 bp

Scéma naneseni vzorkii:

Béh ¢.1 — negativni kontrola

Béh ¢. 2— DNA Lactobacillus casei izolovand pomoci kitu 1

Béh ¢. 3 — DNA Lactobacillus casei izolovand pomoci kitu 2

Béh ¢. 4 — DNA Lactobacillus casei izolovand casticemi Fkol 77 ox

Béh ¢. 5 — DNA Lactobacillus casei izolovand Edsticemi F79 lysine

Béh ¢. 6 — DNA Lactobacillus casei izolovand fenolovou extrakci, 10 ng/ul
Béh ¢. 7— DNA standard 100 bp

Béh ¢. 8 — DNA Lactobacillus casei izolovand fenolovou extrakci, 100 ng/ul
Béh ¢.9 — pozitivai kontrola Lactobacillus casei CCM 7088"

Obrdzek 14: Gelovi elektroforéza produktit PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus casei
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5.5.2 Dukaz pritomnosti DNA druhu Lactobacillus plantarum

Vzorky s DNA pochazejici z kmene Lactobacillus plantarum CCM 7039" byly podrobeny
konvencni PCR specifické pro druh Lactobacillus plantarum s primery ozna¢enymi F plant a R plant.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus plantarum CCM 7039". Detekci
produktu gelovou elektroforézou s oéekavanou velikosti produktu 144 bp zachycuje obrazek 15. Ve
vSech vzorcich kromé negativni kontroly byl detekovan produkt PCR o o¢ekavané velikosti 144 bp,

¢imz byla potvrzena pfitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus plantarum.

Béhé. 1 2 3 4 5 6 7 s 9

1000 bp

500 bp

144 bp
100 bp

Scéma naneseni vzorkii:

Béh ¢. 1 — DNA Lactobacillus plantarum izolovand pomoci kitu 1

Béh ¢. 2 — DNA Lactobacillus plantarum izolovana pomoci kitu 2

Béh ¢ 3 — DNA Lactobacillus plantarum izolovana Cdsticemi Fkol 77 ox

Béh ¢. 4 — DNA Lactobacillus plantarum izolovana Casticemi F'79 lysine

Béh ¢. 5 — DNA Lactobacillus plantarum izolovana fenolovou extrakci, 10 ng/ul
Béh ¢. 6 — DNA Lactobacillus plantarum izolovana fenolovou extrakci, 100 ng/ul
Béh ¢. 7 — negativni kontrola

Béh ¢. 8 — DNA standard 100 bp

Béh & 9 — pozitivai kontrola Lactobacillus plantarum CCM 7039"

Obrdzek 15: Gelovi elektroforéza produktit PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus plantarum
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5.5.3 Dukaz pritomnosti DNA druhu Lactobacillus rhamnosus

Se vzorky DNA ziskané z kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" byla provedena konvenéni
PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus rhamnosus oznaCenymi Pr I a Rha II. Pro
pozitivni kontrolu byla pouzita DNA kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825". Produkt PCR byl
detekovan pomoci gelové elektroforézy, o¢ekavany byly dva produkty o velikostech 200 a 400 bp.
Vysledny gel je na obrazku 16. Ve vsech vzorcich krom¢ negativni kontroly byly detekovany
produkty PCR o ocekavané velikosti 200 a 400 bp, ¢imz byla potvrzena piitomnost bakterialni DNA
druhu Lactobacillus rhamnosus.

Béh ¢.

1000 bp
500 bp
400 bp
200 bp
100 bp

Scéma nanesent vzorkii:

Béh ¢. 1 — DNA Lactobacillus rhamnosus izolovand pomoci kitu 1

Béh ¢ 2 — DNA Lactobacillus rhamnosus izolovand pomoci kitu 2

Béh ¢ 3 — DNA Lactobacillus rhamnosus izolovand casticemi Fkol 77 ox

Béh ¢. 4 — DNA Lactobacillus rhamnosus izolovand casticemi F79 lysine

Béh ¢. 5 — DNA Lactobacillus rhamnosus izolovand fenolovou extrakci, 10 ng/ul
Béh ¢ 6 — DNA Lactobacillus rhamnosus izolovand fenolovou extrakci, 100 ng/ul
Béh ¢. 7— DNA standard 100 b

Béh & 8 — pozitivai kontrola Lactobacillus rhamnosus CCM 1825"

Béh ¢. 9 — negativni kontrola

Obrdzek 16: Gelovi elektroforéza produktii PCR s primery specifickymi pro druh Lactobacillus rhamnosus

44



5.6 Kultivace bakterii

Na zivnych médiich pripravenych dle bodu 4.2.1 byly kultivovany bakterie ze sbirkovych kmenu
Ceské sbirky mikroorganismi Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190", Lactobacillus
acidophilus CCM 4833", Lactococcus lactis CCM 18777, Streptococcus thermophilus CCM 4757,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762, Bifidobacterium longum CCM 3764, Bifidobactrium animalis
CCM 4988" (bod 4.2.2). Kazda kultura byla vypéstovana na pevném a v tekutém médiu. Buriky
narostlé na pevném médiu byly nasledné¢ preockovany do tekutého média. Doba kultivace se
pohybovala vrozmezi 1 — 3 dny, kdy nejdelsi doba kultivace byla potfebna pro bakterie rodu
Bifidobacterium a i po této dob¢ byl viditelny pouze spise slabsi zakal v médiu.

5.7 Izolace DNA z vypéstovanych kultur
7. 1 ml kultur vypéstovanych v tekutych médiich podle predchoziho bodu byla izolovana DNA
pomoci komeréniho kitu (bod 4.2.3), pro kazdy kmen byly provedeny dvé izolace.

5.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA z vypéstovanych
kultur

Pomoci pfistroje NanoDrop 2000 byla vrozmezi vlnovych délek 230 — 320 nm zméfena
absorbance (dle bodu 4.2.10) vzorki DNA izolované z kultur podle pfedchoziho odstavce. Vysledky
shrnuje tabulka 16. Byla ziskana DNA v kvalit¢ v hodn¢ pro PCR o koncentracich v rozmezi 4,0 —
27,7 ng/ul. Nejnizsi koncentrace byly ziskany z kmene Bifidobacterium longum CCM 3764, naopak
nejvy$§i koncentrace z kultur kmene Lactococcus lactis CCM 1877". Pomér absorbanci  Axggnsgo s u
vSech vzorku blizil idealni hodnoté 1,8, pomér Aseynso byl vSak u vSech vzorki nizs§i nez idealni
hodnota 2,0.

Tabulka 16: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z vypéstovanych kultur

Nazev ¢ [ng/pl] Azso280 Azeorz3o
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 71907 17,9 1,82 1,12
12,5 2,05 1,97
Lactobacillus acidophilus CCM 4833" 5,8 1,72 1,04
20,6 1,74 1,16
Lactococcus lactis CCM 18777 27,7 1,76 1,37
19,7 1,80 1,71
Streptococcus thermophilus CCM 4757 18,1 1,88 1,07
18,0 1,94 1,30
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 5,6 1,77 0,58
13,7 1,85 1,21
Bifidobacterium longum CCM 3764 5,1 2,05 0,45
4,0 1,80 0,60
Bifidobactrium animalis CCM 4988" 12,6 1,78 0,89
14,0 1,93 1,54
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5.9 Vyroba domaciho jogurtu

Z Sesti jogurtovych vyrobku (Activia bila, Billa Nase bio bily jogurt, Chocernisky smetanovy bily
jogurt, Selsky jogurt bily Hollandia, Jogobella zahradni a lesni jahoda a Opocensky jogurt) bylo
zaockovanim do plnotu¢ného mléka a naslednou kultivaci 8 hodin pii 40 °C vyrobeno Sest domacich
jogurta — z kazdého jogurtového vyrobku jeden (podle bodu 4.2.8). Z takto vyrobenych domacich
jogurti (prvni varka) byla nasledné opétovnym zaockovanim do mléka a kultivaci podle stejného
postupu vyrobena druha varka Sesti domacich jogurta — z kazdého jogurtu z prvni varky byl vyroben
jeden jogurt druhé varky.

5.10 Izolace DNA jogurtovych vyrobki

Z kazdého z jogurtovych vyrobka (Activia bila, Billa Nase bio bily jogurt, Choceiisky smetanovy
bily jogurt, Selsky jogurt bily Hollandia, Jogobella zahradni a lesni jahoda a Opocensky jogurt) byla
izolovana DNA, a to nejprve pouze pomoci komercniho kitu, poté s trojnasobnym promytim
roztokem A pied izolaci a nakonec se sedminasobnym promytim roztokem A pfed izolaci pomoci
komercniho kitu podle bodu 4.2.9. Dale byla izolovana DNA z kazdé¢ho z domaécich jogurti prvni i
druhé varky, a to vzdy den po vyrob¢ a 7 dni po vyrob¢. Pro kazdy jogurtovy vyrobek byly provedeny
dvé paralelni izolace DNA pomoci komeréniho kitu, a to po sedminasobném promyti roztokem A
(postup dle bodu 4.2.9.3).

5.11 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA z jogurtovych
vyrobku

Pomoci pfistroje NanoDrop 2000 byla v rozmezi vlnovych délek 230 — 320 nm zméfena
absorbance (dle bodu 4.2.10) vzorki DNA izolované zjogurtovych vyrobku podle pfedchoziho
odstavce. Vysledky stanoveni ukazuje tabulka 17, 18 a 19. Pii izolaci DNA z jogurtovych vyrobku
bez promyti a po trojnasobném promyti roztokem A byla koncentrace ziskané DNA nizka a poméry
absorbanci Axgnngo @ Axgonzo Ukazovaly na nizkou Cistotu. Ziskana DNA nebyla vhodna pro naslednou
analyzu pomoci PCR. Pfi izolaci po sedmindsobném promyti byly koncentrace ziskan¢é DNA
dostate¢né pro pouziti DNA pro PCR a poméry absorbanci Asenso @ Assonzo s€ vice blizily idealnim
hodnotam (1,8 a 2,0).

Tabulka 17: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z jogurtovych vyrobkii

Bez promyti Promyto 3x Promyto 7x

Jogurt c[ng/ml]  Axonso  Azeozzo | cng/mll  Azeonso  Aseonzo | clngimll  Aseonso  Azeonzo
Activia bila 28,0 238 048 6,2 1,2 0,32 7.1 1,85 1,28

8,4 1,65 0,16 4,9 1,29 0723 3.8 1,97 1,17
Billa Nase 0,7 122 0,08 6,2 1,26 029 104 219 1,19
bio 3,7 227 0,33 0,6 1,49 0,06 5,0 1,84 1,82
Choceiisky 1,1 0,88 0,1 -0,4 3,39 -0,5 130 2,19 1,46
smetanovy 0,5 3,6 0,05 1,2 1,02 0,14 10,0 2,15 1,80
Selsky 0,8 1,54 0,1 4,8 1,39 035 6,9 1,70 1,34
Hollandia 1,4 1,11 0,15 5,2 1,8 0,29 4,9 1,66 1,67
Jogobella 0,8 1,56 0,99 4,9 1,53 0,4 8,6 2,08 1,19
jahoda 1,4 1,55 0,77 0,6 0,69 0,11 1,0 2,18 1,97
Opodensky 2,8 1,14 0,13 2,5 1,41 0,29 3,7 1,86 1,27
bily 0,4 1,07 0,07 02 334  -021 43 1,62 1,21
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Tabulka 18: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z prvni varky domdcich jogurtii

den po vyrobé a 7 dni po vyrobé

1 den po vyrobé 7 dni po vyrobé

Nazev puvodniho jogurtu c [ng/ul]  Axonso Azeozzo | € [ng/ul]  Asonso Azeozzo
Activia bila, Danone (Praha, CR) 8,0 2,01 1,87 27,7 2,08 1,64

6,5 1,97 2,24 68,7 2,07 1,59
Billa Nase bio bily jogurt (Ri¢any u 7,8 1,99 2,83 30,8 2,04 1,45
Prahy, CR) 9,8 1,83 1,00 95,2 1,95 1,32
Chocensky smetanovy jogurt bily 10,4 1,85 2,07 12,1 2,00 1,05
(Choceii, CR) 8,0 185 1,76 8,1 2,14 1,02
Selsky  jogurt bily Hollandia 6,6 1,77 1,34 25,5 2,02 1,31
(Karlovy Vary, CR) 6.9 1,94 1,52 39,8 2,09 1,42
Jogobella zahradni a lesni jahoda, 11,0 1,87 1,71 53,2 2,05 1,19
Zott (Mertingen, Némecko) 14,1 1,85 2,15 30,6 1,88 0,91
Opocensky jogurt bily, Bohemilk 17,0 1,77 2,11 8,6 2,14 0,96
ml¢karna Opoéno (CR) 9,2 1,78 1,29 32,9 2,04 1,47
Tabulka 19: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z druhé varky domdcich
Jjogurtii den po vyrobé a 7 dni po vyrobé

1 den po vyrobé 7 dni po vyrobé

Nazev puvodniho jogurtu c [ng/ul]  Azeonso  Azsonzo | € [ng/ul]l  Azonso Azeonzo
Activia bila, Danone (Praha, CR) 3,8 2,07 0,78 7,3 1,72 0,43

5,6 1,95 0,84 8.4 1,85 0,92
Billa Nage bio bily jogurt (Ri¢any u 7,7 1,84 0,80 48,7 1,96 1,13
Prahy, CR) 11,7 1,80 0,83 733 1,99 1,67
Chocensky smetanovy jogurt bily 6,1 1,89 0,20 494 1,99 1,83
(Choceii, CR) 10,0 192 105 17.3 178 088
Selsky  jogurt bily  Hollandia 6,5 1,74 0,68 4.1 1,62 0,58
(Karlovy Vary, CR) 4,0 1,64 0,62 7,4 1,56 0,67
Jogobella zahradni a lesni jahoda, 7,4 1,96 0,59 3,1 1,91 0,43
Zott (Mertingen, Némecko) 6,9 1,65 0,73 4.4 1,81 0,12
Opocensky jogurt bily, Bohemilk 14,9 1,96 1,24 32,7 1,89 1,33
ml¢karna Opoéno (CR) 18,1 198 129 | 1003 200 187

Ze vSech domacich jogurtd byla izolovana DNA v koncentraci 1 kvalit¢ vhodné pro naslednou

analyzu pomoci PCR. Ziskané koncentrace se pohybovaly v rozmezi 3,1 — 100,3 ng/ul.

Pomér

absorbanci Ajgnngy S€ u vEtSiny vzorku pohyboval v okoli idealni hodnoty 1,8. Pomér absorbanci
Aseon3o s€ u prvni varky domacich jogurtu vice blizil idealni hodnoté 2.0. U vzorkit DNA izolované
z druh¢ varky domacich jogurtu byly tyto poméry nizsi.
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5.12 RT-PCR s DNA z jogurtovych vyrobku

S DNA zjogurtovych vyrobku ziskanou v bod¢ 5.10, ktera byla podle bodu 5.11 v kvalité vhodné
pro PCR byla provedena RT-PCR s naslednou analyzou kfivek tani na pfistroji Rotor-Gene 6000.
Bylo provedeno Sest reakci se Sesti dvojicemi primera podle pfislusnych programu (postup podle bodu
4.2.13.2). Jako pozitivni kontroly byly pouzity vzorky DNA z ¢istych kultur ziskané dfive.

5.12.1 RT-PCR s primery V3_F, V3_R

U vsech vzorka doslo k amplifikaci DNA, u vSech tedy byla potvrzena pfitomnost bakterialni
DNA. Vysledné amplifikaéni kfivky ukazuje obrazek 17. Ze ziskanych hodnot prahovych cykla byl
vypocten prumér ze dvou paralelnich stanoveni. Nasledné byl vypocten rozdil prahovych cykli mezi
jednotlivymi izolacemi DNA v ramci kazdé linie jogurtu (tedy mezi puvodnim jogurtem a 1. izolaci
z 1. domaciho jogurt, dale mezi 1. a 2. izolaci z 1. domaciho jogurtu, atd.). Vysledky ukazuje
tabulka 20. Kladna c¢isla ukazuji, Ze hodnoty prahovych cykli mezi jednotlivymi izolacemi klesly,
tedy pocatecni koncentrace DNA rostla, zapomé hodnoty ukazuji, ze hodnoty prahovych cyklu
stouply, tedy mnozstvi DNA ve vzorku kleslo.
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Zluté — DNA z piivodnich jogurtii, riizové — DNA z 1. varky domacich jogurtil, 1. izolace, modie — DNA z 1.
varky domdacich jogurtii, 2. izolace, zelené — DNA z druhé varky domdcich jogurtii, 1. izolace, oranzové — DNA
z 2. varky domadcich jogurtii, 2. izolace

Obrdzek 17: Amplifikacni kiivky vSech vzorki pro RT-PCR s primery V3_F, V3_R
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Tabulka 20: Rozdily prahovych cyklii mezi jednotlivymi izolacemi ziskané RT-PCR s primery V3_F, V3_R

A Cq
DNA jogurtu P-11. 11.-12. 1.2.-21. 2.1.-2.2.
Activia bila Danone 1,385 -1,13 -7,865 3,86
Billa Nase bio bily jogurt -0,605 0,64 -4,075 2,945
Chocensky smetanovy jogurt bily -0,42 -4,34 -0,105 2,765
Selsky jogurt bily Hollandia 0,01 -2,05 -3,885 0,14
Jogobella zahradni a lesni jahoda Zott 2,895 -5,685 -1,605 -1,74
Opocensky jogurt bily Bohemilk mlékarna Opocno 6,685 -5,775 -1,715 0,14

1.1. — 1. varka domacich jogurtii, 1. izolace, 1.2. — 1. varka domdcich jogurti, 2. izolace

2.1. — 2. varka domdcich jogurti, 1. izolace, 2.2. — 2. varka domdcich jogurti, 2. izolace, P — piivodni jogurt
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Obrazek 18: Krivky tani DNA kmenii pouZitych jako pozitivni kontroly pro RT-PCR s primery V3_F, V3_R
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Po provedeni analyzy kfivek tani po PCR s primery V3_F, V3_R bylo mozné podle teploty
odectené z derivovanych kiivek tani DNA rozeznat kmeny:

Lactobacillus acidophilus CCM 4833" T,,=86,10 °C,
Lactococcus lactis CCM 18777 T,,=84,90 °C,
Lactobacillus casei CCM 7088" T.=388,15 °C,
Bifidobactrium animalis CCM 4988 T,=89,50 °C,
Lactobacillus plantarum CCM 7039" T,,=84,50 °C.

DNA ostatnich kmenu (Bifidobacterium longum CCM 3764, Lactobacillus rhamnosus CCM 1825",
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190", Streptococcus thermophilus CCM 4757,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762) méla teplotu tani shodné 87,75 °C, tudiz nebylo mozné je
pomoci téchto primert navzajem odlisit. Kfivky tani kontrolnich kment ukazuje obrazek 18. U vsech
vzorki DNA z jogurtovych vyrobka byl detekovan jeden pik s jednoznacné stanovitelnou teplotou
tani.

U vSech puvodnich jogurti jsou vyrobcem deklarovany jogurtové kultury (tedy Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus). U vyrobku Activia bila je navic
deklarovana probioticka kultura s obchodnim nazvem Bifidus ActiRegularis®, u vyrobku Hollandia
selsky vyrobce deklaruje pritomnost bifidobakterii a kultury Lactobacillus acidophilus.

Kmeny Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190" a Streptococcus thermophilus
CCM 4757 se pomoci téchto primerii nepodafilo odlisit od dalSich tfi kment, ani od sebe navzajem,
pritomnost téchto kultur ve vzorcich tak nelze jednoznacné potvrdit nebo vyvratit. Vétsina vzorkt se
vSak svou teplotou tani velmi blizila teploté 87,75 °C, takze DNA téchto kultur pravdépodobné
opravdu obsahuji. Vyjimku tvofil vyrobek Activia bila, kde se u vzorki DNA izolované z puivodniho
jogurtu blizila teplota tani (86,30 °C) spise kmeni Lactobacillus acidophilus CCM 4833", je tedy
mozné, e je zastoupen v deklarované kultufe sobchodnim nazvem Bifidus ActiRegularis”.
U vyrobenych domacich jogurti z tohoto vyrobku se vSak teploty tani ziskané DNA lisit od ostatnich
jogurta prestavaji. Dalsi vyjimku tvofil druhy domaci jogurt z vyrobku Hollandia selsky, u néjz byly
detekovany teploty tani 86,20 °C. Tato teplota tani se nejvice blizi kmeni Lactobacillus acidophilus
CCM 4833". Tato kultura je ve vyrobku deklarovana a vyrobou domacich jogurti pravdépodobné
zacala prevazovat nad ostatnimi jogurtovymi kulturami.

5.12.2 RT-PCR s primery GroHRM_F, GroHRM_R

S primery GroHRM_F, GroHRM-R k amplifikaci doslo pouze u DNA kmenu Lactobacillus casei
CCM 7088", Lactobacillus plantarum CCM 7039", Lactobacillus rhamnosus CCM 1825,
U zbyvajicich pozitivnich kontrol ani u DNA izolované z jogurtovych vyrobki k amplifikaci nedoslo.
Zadny ze vzorki z jogurtovych vyrobka tedy neobsahoval DNA Zadné z uvedenych amplifikovanych
kultur.
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5.12.3 RT-PCR s primery V6_F, V6_R

U vSech vzorku byl zaznamenan vznikajici produkt, u vSech tedy doslo k amplifikaci DNA. Po
provedeni analyzy kfivek tani po PCR s primery V6_F, V6_R bylo mozné podle teploty odectené
z derivovanych kfivek tani rozeznat DNA kmenti:

Bifidobactrium animalis CCM 4988" T.,=86,20 °C,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 T..=85,40 °C,
Lactococcus lactis CCM 1877° T,=81,90 °C,

kmeny Streptococcus thermophilus CCM 4757, Lactobacillus plantarum CCM 7039" mély velmi
podobnou teplotu tani (81,35 a 81,10 °C). DNA ostatnich kment méla teplotu tani shodné velmi
blizkou 82.0 °C, proto neni mozné je pomoci téchto primeru odlisit. Vzorky kmene Bifidobacterium
longum CCM 3764 byly zanedbany pro nedostate¢nou vypoveédni hodnotu kfivky tani. Kfivky tani
DNA kmenu ukazuje obrazek 19. U vSech vzorku zjogurtovych vyrobka byl detekovan jeden pik
s jednoznacné stanovitelnou teplotou tani.

Teploty tani vétSiny vzorku se pohybovaly v rozmezi 81,25 — 81,45 °C. Tato teplota je nejblizsi
teplot¢ tani kmene Streptococcus thermophilus CCM 4757, vSechny jogurtové vyrobky by podle
informaci vyrobcu tuto kulturu mély obsahovat. Vyjimkou byly teploty tani DNA z obou izolaci obou
domacich jogurti z vyrobku Jogobella, které se pohybovaly okolo 83,15 °C. Tato teplota tani
neodpovida zadné z pozitivnich kontrol, ukazuje vSak na zménu zastoupeni kultur vyrobou domacich
jogurtdq.

Lactocoecus actis CCM 18777

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCMT19 J
Loctobacillus cosel CCM 7083

Lactobacillus rhamnasus CCM 18257

il

Bifidobacterium bifidum CCM 3762
Lactobacillus acidophius COM 4833"

dF AT

Obrazek 19: Krivky tani DNA kmenii pouZitych jako pozitivni kontroly pro RT-PCR s primery V6_F, V6_R
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5.12.4 RT-PCR s primery V1_F, V1_R

U vSech vzorku byl zaznamenan vznikajici produkt, u vSech tedy doslo k amplifikaci DNA. Po
provedeni analyzy kfivek tani po PCR s primery V1_F, VI_R bylo mozné podle teploty odectené
z derivovanych kfivek tani rozeznat DNA kmenti:

Lactococcus lactis CCM 18777 T,,=81,90 °C,
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190"  T,=84.40 °C,
Lactobacillus acidophilus CCM 4833" T..=85,15 °C.

Kfivky tani DNA téchto kmenu ukazuje obrazek 20. Krivky tani DNA zbyvajicich kmenu
nevykazovaly jednoznacny pik, tudiz nebylo mozné odedist jejich teplotu tani. U vSech vzorki DNA
z jogurtovych vyrobkl byl detekovan jeden pik s jednoznacné stanovitelnou teplotou tani, ktera se u
vSech shodné pohybovala v rozmezi 84,35 — 84,50 °C. Tato skutecnost u vSech vzorkl ukazuje na
pritomnost kultury Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, ktera je vyrobei u vSech vyrobku
deklarovana.

Loctococeus factis CCM 1877
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Obrazek 20: Krivky tani DNA kmenii pouZitych jako pozitivni kontroly pro RT-PCR s primery VI_F, VI_R
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5.12.5 RT-PCR s primery P1V1, P2V1

U vSech vzorku byl zaznamenan vznikajici produkt, u vSech tedy doslo k amplifikaci DNA. Po
provedeni analyzy kfivek tani po PCR s primery P1V1, P2V1 bylo mozné podle teploty odectené
z derivovanych kfivek tani rozeznat DNA kmenti:

Lactobacillus acidophilus CCM 48337 T,=86,10 °C,
Bifidobactrium animalis CCM 4988 T,=88,00 °C,
Streptococcus thermophilus CCM 4757 T..=83,35 °C.

Kmeny Lactobacillus plantarum CCM 7039 a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" mély teplotu
tani DNA shodn¢ 82,65 °C, tudiz je nebylo mozné navzajem odlisit. Zbyvajici kmeny vykazovaly
teplotu tani DNA 84,65 °C, tudiz nebylo mozné je rozlisit. Kfivky tani kmenu ukazuje obrazek 21.
Vzorky kmene Bifidobacterium bifidum CCM 3762 byly zanedbany pro nedostateCnou vypovédni
hodnotu kfivky tani.

U vsech vzorkt zjogurtovych vyrobki byl detekovan jeden pik s jednoznacné stanovitelnou
teplotou tani. Ta se u v§ech vzorkt pohybovala kolem teploty 83,35 °C, tedy odpovidajici teploté tani
Streptococcus thermophilus CCM 4757, tato kultura je u vSech vyrobka vyrobei deklarovana.
Vyjimkou byly domaci jogurty z vyrobku Jogobella, kde u vSech vzorka teplota tani vzrostla na
zhruba 85,00 °C, coz neodpovida zadné z pozitivnich kontrol, ukazuje vSak na zménu zastoupeni
kultur vyrobou domacich jogurta.

204

Lactobacillus rhamnosus CCM 1825"

Lactococcus lactis CCM 1877 T
Lactobarcillus acidophilus CCM 4833

Lactobarcillus delbrueckii
ssp. bulgaricus CCM 71907

Lactobacillus casei CCM 7088

Bifidobacterium longum CCM 3764
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Obrazek 21: Krivky tani DNA kmenii pouZitych jako pozitivni kontroly pro RT-PCR s primery P1VI1, P2V]
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5.12.6 RT-PCR s primery UPF, UPR

U vSech vzorku byl zaznamenan vznikajici produkt, u vSech tedy doslo k amplifikaci DNA. Po
provedeni analyzy kfivek tani po PCR s primery UPF, UPR bylo mozné podle teploty odectené
z derivovanych kfivek tani rozeznat DNA kmenti:

Bifidobactrium animalis CCM 49887 T,=89,35 °C,
Bifidobacterium longum CCM 3764 T..=88,90 °C,
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 T,..=88.,25 °C.

Kmeny Lactococcus lactis CCM 1877" a Lactobacillus plantarum CCM 7039" mély teplotu tani DNA
shodné 86,25 °C. DNA ostatnich kmenu pak méla teplotu tani shodn¢€ 87,0 °C. Kfivky tani ukazuje
obrazek 22. Vzorky s DNA kmentu Lactobacillus rhamnosus CCM 18257, Lactobacillus acidophilus
CCM 4833" byly zanedbany pro nedostateénou vypovédni hodnotu kfivek tani.

U vSech vzorku zjogurtovych vyrokti byl detekovan jeden pik sjednoznacné stanovitelnou
teplotou tani. Pro vétSinu vzorki se tento pik nachazel v oblasti teploty tani okolo 87,0 °C, ktera vSak
neumoziuje pfifazeni k zddnému z rozeznanych kmenii. Vyjimku tvofi pivodni jogurty Hollandia
selsky a Acivia bila, u kterych byl detekovatelny i mensi pik v oblasti teploty tani 89,0 °C. Ta se
nejvice blizi teploté tani kmene Bifidobacterium longum CCM 3764, pripadné Bifidobactrium
animalis CCM 4988". U vyrobku Hollandia selsky vyrobce deklaruje piitomnost Bifidobakterii, u
vyrobku Activia bila je deklarovana kultura Bifidus ActiRegularis”, jejiz souéasti by mohly byt
uvedené kmeny. U DNA z domacich jogurt jiz vSak druhy pik nebyl detekovan.
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Obrazek 22: K¥ivky tani DNA kmenu pouzitych jako pozitivni konlroly pro RT-PCR s primery P1VI, P2VI
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6 DISKUZE

6.1 Koncentrace a Cistota DNA izolované z Cistych kultur

Pomoci pfistroje NanoDrop 2000 byla métfena absorbance DNA izolované z kultur Lactobacillus
plantarum CCM 7039, Lactobacillus casei CCM 7088", Lactobacillus rhamnosus CCM 18257
a Streptococcus thermophilus CCM 4757 v rozmezi vinovych délek 230 — 320 nm. Z absorbance pii
vlnové délce 260 nm byla pfistrojem uréena koncentrace DNA, z poméri absorbanci A,g/Asgg
a Ang/Axo byla stanovena Cistota DNA. Z kazdé kultury byla DNA izolovana pomoci komeréniho
kitu a po vytvoreni hrubého lyzatu také pomoci fenolové extrakce a dvou druhti magnetickych astic.
Jelikoz pro kazdou z téchto metod bylo pouzito odlisné vychozi mnozstvi kultur v tekutém médiu a
DNA byla eluovana do odlisného mnozstvi roztoku, byly pro porovnani hodnoty koncentrace DNA
ziskané spektrofotometricky pfepocteny na 1 ml vychoziho mnozstvi kultury a 50 pl elu¢niho roztoku.

Po prepoctu se koncentrace DNA pohybovaly vrozmezi 54 — 1121,2 ng/pl. Nejvyssich
koncentraci DNA bylo dosazeno pomoci fenolové extrakce, fadové vSak byly koncentrace srovnatelné
s DNA izolovanou magnetickymi ¢asticemi. K obdobnym zavéram dospéli i jini autofi [14]. Naopak
nejniz§ich koncentraci DNA bylo dosazeno pomoci komer¢niho kitu. Tento vysledek je nejspise
zpusoben tim, ze néktery zroztokl, jez jsou soucasti komeréniho kitu, pravdépodobné obsahuje
RNasy, izolovana DNA pak neobsahuje pfimési RNA, ktera by falesné zvySovala spektrofotometricky
stanovenou koncentraci DNA. Pfi tvorb¢ hrubého lyzatu, ani pfi nasledné izolaci fenolovou extrakci a
magnetickymi ¢asticemi RNasy pouzity nebyly. Ze dvou druhu pouzitych magnetickych ¢astic byla
ziskana DNA lehce vyssi koncentrace Casticemi F79 lysine. Tento vysledek lze oduvodnit vys$Sim
obsahem Zeleza u téchto castic, coz mohlo byt divodem ucinngjsi separace v magnetickém poli,
obdobny jev 1ze pozorovat i v praci dalSich autoru [38].

Idealni hodnota pomé&ru absorbanci Ayg/Asgy je 1,8. Nejvice se této hodnoté blizila DNA ziskana
fenolovou extrakci, coz znaci, ze nebyla nijak vyznamné kontaminovana bilkovinami. Nejvzdalengjsi
od idealni hodnoty byly poméry téchto absorbanci u DNA ziskané magnetickymi ¢asticemi F79 lysine,
kde byly zjisténé hodnoty < 1,8, coz ukazuje na kontaminaci DNA bilkovinami. Pomér absorbanci
Ao/ Aszg by mél v idedlnim pripad¢ nabyvat hodnoty 2,0. Této podmince se opét nejvice priblizila
DNA izolovana fenolovou extrakci, ktera by tedy neméla byt pfili§ kontaminovana organickymi
rozpoustédly. Nejnizsich hodnot tento pomér nabyval u DNA ziskané pomoci komeréniho kitu, tato
DNA tedy pravdépodobn¢ byla kontaminovana organickymi rozpoustédly, dle informaci vyrobce vSak
roztoky kitu neobsahuji EDTA, ktera by mohla pusobit jako inhibitor PCR [39].

Podle spektrofotometrického stanoveni se jako nejvhodnéjsi z pouzitych metod izolace DNA
k pouziti pro PCR jevi fenolova extrakce pro jeji vysokou vytéznost i dobrou Cistotu ziskané DNA.
Pro pouziti pro PCR byla DNA ziskana fenolovou extrakci a magnetickymi ¢asticemi fedéna na
koncentraci 10 ng/pl. Pro vysoké vytézky DNA ziskané fenolovou extrakci byla tato fedéna i na
100 ng/ul a1 ng/pl. Pro nizké vytézky DNA ziskané pomoci komercniho kitu tato DNA fedéna
nebyla.

6.2 PCR v reialném case s DNA z ¢istych kultur

Pro ovéreni DNA ziskané z kultur Lactobacillus plantarum CCM 7039", Lactobacillus casei CCM
7088", Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" a Streptococcus thermophilus CCM 4757 byla pouzita
PCR v ralném case specificka pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus.

6.2.1 RT-PCR specificka pro doménu Bacteria

S veskerou DNA ziskanou z ¢Cistych kultur, vSemi zpusoby izolaci a vSemi fedénimi byla
provedena RT-PCR s primery F_eub, R _eub, které jsou specifické pro doménu Bacteria. Soucasné
byla provedena i kvantifikace pomoci kalibra¢ni fady, za Géelem zjisténi pocatecni koncentrace DNA
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ve vzorcich. Kalibra¢ni fada soucasné slouzila i jako pozitivni kontrola reakce. Detekce produktu PCR
probéhla pomoci analyzy kfivek tani a agar6zovou gelovou elektroforézou.

Hodnoty C, zjisténé z amplifikacnich kiivek byly nejnizsi pro vzorky DNA izolované pomoci
komercniho kitu a pro DNA ziskanou fenolovou extrakei nasledné fedénou na 100 ng/pl. Tomu
odpovidaji i hodnoty zjisténych pocatecnich koncentraci, které byly pro tyto vzorky nejvyssi. Lze tedy
usoudit, Ze spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA a nasledné vyhodnoceni nejefektivné;si
metody izolace DNA bylo zkresleno. Zatimco DNA izolovana pomoci komeréniho kitu se jevila jako
nejmén¢ koncentrovana, kvantifikace pomoci PCR v realném case ukazala, ze obsahovaly nejvice
DNA. Vzorky ziskané fenolovou extrakci a magnetickymi ¢asticemi byly znecistény pravdépodobné
RNA, ktera mohla falesné zvysit koncentrace zjisténé spektrofotometricky, ovSem pfi PCR nedochazi
kjeji amplifikaci, a tak je zjisténa koncentrace Cist¢ DNA. Pii spektrofotometrickém stanoveni
koncentrace byly proto ve vzorcich zjistény koncentrace nékolikanasobn¢ vyssi nez pti kvantifikaci
v ramci RT-PCR. Z amplifikacnich kfivek vzorku ziskanych fenolovou extrakci fedénych na 1 ng/pl je
ziejmé, ze 1 tak malé mnozstvi je dostacujici pro analyzu pomoci PCR. Pii detekci produkti u téchto
vzorku byl detekovan dostatecné vysoky pik u analyzy krivek tani. U gelové elektroforézy se svitivost
pasu specifickych produkti téchto vzorka prili§ nelisila od ostatnich vzorka.

Analyza kiivek tani ukazala u vSech vzorkd krom¢ negativni kontroly teplotu tani v rozmezi 86,8 —
88,8 °C, coz potvrzuje pritomnost DNA domény Bacteria ve vSech vzorcich. Agarézova gelova
elektroforéza provedena s produkty PCR poskytla u vSech vzorka kromé negativni kontroly viditelny
svitici pas detekujici specifické produkty v oblasti 466 bp, coZz opét potvrzuje pritomnost DNA
domény Bacteria ve vSech vzorcich. Dukaz pritomnosti DNA domény Bacteria pomoci téchto
primeru byl proveden i jinymi autory [32]. Nepfitomnost piku teploty tani i sviticiho pasu u gelové
elektroforézy u negativni kontroly potvrzuje, ze komponenty PCR nebyly kontaminovany cizorodou
DNA.

6.2.2 RT-PCR specificka pro rod Lactobacillus

S veskerou DNA ziskanou s Cistych kultur, vSemi zptsoby izolaci a v§emi fedénimi byla
provedena RT-PCR s primery F allact, R allact, jez jsou specifické pro rod Lactobacillus. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita kultura Lactobacillus gasseri RL22P. Produkt byl detekovan analyzou
krivek tani a agarozovou gelovou elektroforézou.

Z hodnot C; ziskanych z amplifika¢nich kfivek vyplyva, ze nejvyssi pocatecni koncentrace DNA
byla ve vzorcich izolovanych pomoci komeréniho kitu a fenolovou extrakci fedénych na 100 ng/pl.
Potvrzuje se tak domnénka, Ze DNA izolovana pomoci komercniho kitu se pii spektrofotometrickém
stanoveni koncentrace jevi malo koncentrovana, ovsem je velmi ¢ista, na rozdil od DNA izolované
fenolovou extrakci ¢i magnetickymi casticemi.

P1i nasledné analyze kiivek tani byly u vSech vzorku kromé negativni kontroly detekovany piky
v oblasti teploty tani 82,5 — 82,8 °C. Tyto piky byly detekovany i u DNA ziskané z kultury
Streptococcus thermophilus, coz znaci jeji kontaminaci rodem Lactobacillus. S produkty PCR byla
provedena agarozova gelova elektroforéza, kde se u vSech vzorkli kromé negativni kontroly objevil
svitici pas detekujici specifické produkty v oblasti 92 bp. Obdobn¢ byla prokazana pfitomnost DNA
rodu Lactobacillus 1 jinymi autory [32]. Pritomnost specifickych produkttu i u vzorka ziskanych
z kultury Streptococcus thermophilus znaci jejich kontaminaci rodem Lactobacillus. Ve vSech
vzorcich kromé negativni kontroly byla potvrzena pfitomnost DNA rodu Lactobacillus. Vzorky
z kultury Streptococcus thermophilus tak lze oznacit za kontaminované a pro dalsi pouziti byly
vyrazeny. Na zaklad¢ této zkuSenosti byly v ostatnich vzorcich ovéfeny i konkrétni druhy.

56



6.3 Konvencni PCR

Pro ovéreni DNA kmenu Lactobacillus plantarum CCM 7039", Lactobacillus casei CCM 7088"
a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" byla pouzita konvenéni PCR se specifickymi primery.
Produkty byly detekovany agardzovou elektroforézou. Vzorky s DNA z kmene Lactobacillus casei
CCM 7088" byly podrobeny PCR sprimery F Casei R Casei, jez jsou specifické pro druh
Lactobacillus casei. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus casei CCM
7088". Gelovou elektroforézou byl detekovan specificky produkt o odekavané velikosti 132 bp u viech
vzorkii kromé negativni kontroly. U vSech vzorkii DNA z kmene Lactobacillus casei CCM 7088" tak
byla potvrzena pfitomnost DNA druhu Lactobacillus casei. Stejnym zpusobem byla potvrzena
pfitomnost DNA tohoto druhu i v jinych publikacich [32]. Vzorky s DNA z kmene Lactobacillus
plantarum CCM 7039" byly podrobeny PCR s primery F plant R plant, jeZ jsou specifické pro druh
Lactobacillus plantarum. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus plantarum
CCM 7039". Gelovou elektroforézou byl detekovan specificky produkt o odekavané velikosti 144 bp
u vSech vzorka kromé negativni kontroly. U vSech vzorki DNA z kmene Lactobacillus plantarum
CCM 7039" tak byla potvrzena piitomnost DNA druhu Lactobacillus plantarum, obdobné jako
v publikaci [32]. Vzorky s DNA z kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" byly podrobeny
PCR s primery Pr I a Rha II, jez jsou specifické pro druh Lactobacillus plantarum. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita DNA kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825". Gelovou elektroforézou byl
detekovan specificky produkt o oc¢ekavané velikosti 200 a 400 bp u vSech vzorka kromé negativni
kontroly. U vsech vzorki DNA z kmene Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" tak byla potvrzena
pritomnost DNA druhu Lactobacillus rhamnosus. Pouzitelnost téchto primerd byla potvrzena
i v publikaci [33]. Pomoci konvenéni PCR tak byly ovéfeny vzorky DNA z kmenu Lactobacillus
plantarum CCM 7039", Lactobacillus casei CCM 7088" a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825" na
prislusnost konkrétnich druhi. U vSech vzorku byla detekovana pritomnost DNA piislusného druhu
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus.

6.4 Koncentrace a Cistota DNA z vypéstovanych kultur

Z kultur Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 7190", Lactobacillus acidophilus CCM
4833", Lactococcus lactis CCM 1877" péstovanych na MRS médiu za aerobnich podminek,
Streptococcus thermophilus CCM 4757 péstované na YGLPB médiu za acrobnich podminek
a Bifidobacterium bifidum CCM 3762, Bifidobacterium longum CCM 3764, Bifidobactrium animalis
CCM 4988" péstovanych na MRS médiu s pfidavkem cysteinu anacrobné byla izolovana DNA
pomoci komerc¢niho kitu. Pomoci prfistroje NanoDrop 2000 byla spektrofotometricky stanovena
koncentrace a Cistota izolované DNA.

Koncentrace ziskané DNA se pohybovala v rozmezi 4,0 — 27,7 ng/ul. Nejnizsi koncentrace DNA
byly ziskany z kmene Bifidobacterium longum CCM 3764, coz odpovida pouze slabému zakalu
pozorovanému v tekutém ziviném médiu s timto kmenem. Nejvyssi koncentrace DNA byly naméreny
u vzorki z kmene Lactococcus lactis CCM 1877, coz odpovida i nejvys§imu zakalu v tekutém
zivném médiu. Pomér absorbanci Ajgngy s€ u vSech vzorka blizil optimalni hodnot¢ 1,8. Pomér
Aseonzo byl uvsech vzorkti niz§i nez idealni hodnota 2.0, coz zna¢i kontaminaci organickymi
rozpoustédly, navzdory tomu by izolovana DNA mé¢la byt vhodna k pouziti pro PCR.

6.5 Koncentrace a Cistota DNA ziskané z jogurtovych vyrobku

Z vyrobku Activia bila, Billa Nase bio bily jogurt, Chocenisky smetanovy bily jogurt, Selsky jogurt
bily Hollandia, Jogobella zahradni a lesni jahoda a Opocensky jogurt byla izolovana DNA. Prvni
izolace byla provedena pouze pomoci komercniho kitu. U vétSiny vyrobkiul byla takto ziskana DNA
velmi nizké koncentrace (dle spektrofotometrického stanoveni). Nizké hodnoty poméru absorbanci
Assongo @ Asgonzo znadi, ze vzorky navic obsahovaly bilkoviny a byly kontaminovany rozpoustédly.
Tyto nevalné¢ vysledky byly pravdépodobné zpusobeny velkym mnozZstvim balastnich latek
pfitomnych v jogurtech. Ziskana DNA nebyla vhodna k pouziti pro PCR.
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V dal§im pokusu izolace DNA zjogurtovych vyrobka byly vzorky nejprve tfikrat promyty
roztokem A, tedy 10 mM tris-HCI, pH 7.8; 5 mM EDTA, pH 8. Roztok by m¢l napomoci rozpusténi
prebyteénych tukt a bilkovin pfitomnych v jogurtech tak, aby po centrifugaci zistaly v roztoku
a mohly pak byt odstranény jako supematant. Nasledné byla DNA izolovana pomoci komeréniho kitu.
Koncentrace DNA ziskan¢ timto zpusobem stanovené spektrofotometricky byly opét velmi nizké,
v nékterych piipadech byly dokonce piistrojem oznadeny jako zapomé. Spatnou kvalitu DNA
naznacovaly 1 poméry absorbanci Axeonso @ Assoso. které byly vyznamné nizsi nez hodnoty idealni. Ve
vzorcich tedy pravdépodobné stale ztistavalo velké mnozstvi balastnich latek branici provedeni izolace
DNA. Ziskana DNA opét nebyla vhodna k pouziti pro PCR.

Nakonec byly vzorky izolovany komercnim kitem po sedminasobném promyti roztokem A. Postup
promyti vzorkl lyzaénim roztokem pied izolaci DNA byl popsan i dal§imi autory [12]. Po promyti
zustaly ve zkumavkach jen na pohled cisté buriky. Spektrofotometricky stanovené koncentrace
izolovan¢ DNA se pohybovaly v rozmezi 1 — 13 ng/pl. Hodnoty poméru absorbanci Ajgpngo S€
pohybovaly v rozmezi 1,66 — 2,19, coz jsou hodnoty blizké idealni hodnoté 1,8. Poméry absorbanci
Aso30 € pohybovaly v rozmezi 1,17 — 1,97, coz jsou hodnoty niz§i nez idealni hodnota 2,0 ukazujici
na mirnou kontaminaci rozpoustédly. Ziskana DNA tedy byla v kvalit¢ vhodné pro PCR. V literatufe
se vétSinou vyskytuji pfipady izolace DNA z komplexnich vyrobki az po vypéstovani bakterii
z vyrobki na zivaém médiu [40], to vS§ak muze mit za nasledek selektivni rust pouze nékterych druhu
bakterii z vyrobku. Pfipadné je nutno pouzit vice druhii médii pro umoznéni ristu vSech obsazenych
bakterii, coz je ¢asové narocné.

Ze dvou varek domacich jogurti vyrobenych z jogurtovych vyrobki zaockovanim vyrobku do
mléka byly provedeny vzdy dvé izolace DNA optimalizovanym zpiisobem, tedy sedminasobnym
promytim roztokem A a naslednou izolaci komerénim kitem. Byla ziskdna DNA, u niz byly
spektrofotometricky stanoveny koncentrace v rozmezi 3,1 — 100,3 ng/pl. Hodnoty poméru absorbanci
Aseonso s€ u vSech vzorku blizily 1,8, hodnoty poméru Axenzo byly opét nizsi nez 2,0, coz znaci
kontaminaci rozpoustédly. Z kazdé varky v kazdé izolaci tak byla pro kazdy jogurt ziskana DNA
v kvalit¢ vhodné pro PCR.

6.6 RT-PCR s DNA z jogurtovych vyrobku

Se vSemi vzorky DNA ziskané z jogurtovych vyrobku v kvalit¢ vhodné pro PCR byla provedena
RT-PCR se Sesti dvojicemi primeru s naslednou analyzou kfivek tani. Primery V3_F a V3_R,
V6_FaV6_R, V1 Fa V1 R obsahuji sekvence z bakterialniho genu 16S rDNA. Ten zahmuje devét
,hypervariabilnich® oblasti, z nichZ jmenované dvojice primert vyuzivaji oblasti V1, V3 a V6 [36].
16S rRNA hypervariabilni oblasti vykazuji rizné stupné¢ sekvencni diverzity a zadna jedina
hypervariabilni oblast tak neni schopna rozlisit mezi vSemi bakteriemi [41].

Pti pouziti primeru V3_F, V3_R doslo k amplifikaci vSech vzorki i pozitivnich kontrol. Z hodnot
prahovych cyklu jednotlivych vzorkii je mozné pozorovat zménu mnozstvi DNA v jednotlivych
jogurtech. U vétSiny jogurti pocateni koncentrace DNA mezi puvodnim jogurtem a 1. izolaci
z 1. domaciho jogurtu vzrostla. Jogurty tedy pravdépodobné obsahovaly dostatek zivotaschopnych
bunék, které¢ se po zaockovani do nového média (mléka) zacaly mnozit. U jogurti Billa Nase bio
a Choceriského smetanového pocateéni koncentrace DNA klesla, tyto jogurty tedy nejspi§ obsahovaly
mén¢ Zivotaschopnych bunck. Mezi 1. a 2. izolaci z 1. domaciho jogurtu pocatecni koncentrace DNA
u vSech vyrobki klesla, stejn¢ tak mezi 2. izolaci z 1. domaciho jogurtu a 1. izolaci z 2. domaciho
jogurt. Pocatecni koncentrace DNA ze 2. varky 2. domaciho jogurtu oproti pifedchozi o néco vzrostla.
Kultury se tedy po dobu sedmidenniho skladovani pravdépodobné jesté namnozily. Tyto vysledky
mohou byt zkresleny nedokonalym homogenizovanim jogurti pred odebranim vzorku, nebo
nedokonalym promytim pfed zah3ajenim izolace DNA.
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Po RT-PCR s primery V3_F, V3_R byla provedena analyza kfivek tani. Podle shodné teploty tani
DNA zjogurtovych vyrobkii a kontrolnich kmenii lze usuzovat na obsah kultur Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus nebo Streptococcus thermophilus ve vSech analyzovanych jogurtech.
Jelikoz se jedna o zakladni jogurtové kultury, je jejich pfitomnost ve vzorcich i velmi pravdépodobna.
Vyjimkou byl puvodni jogurt Activia bila, teplota tani z n¢j ziskané DNA ukazuje na obsah kultury
Lactobacillus acidophilus, ktera je pravdépodobné obsazena v deklarované kulture s obchodnim
nazvem Bifidus ActiRegularis”. U DNA z domacich jogurti vyrobenych z tohoto vyrobku se viak
teploty tani jiz nelisi. Kultura Lactobacillus acidophilus tedy pravdépodobné nebyla schopna prezit
v novém prostfedi v konkurenci zakladnich jogurtovych kultur. Vyjimkou byla i teplota tani DNA
z druhého domaciho jogurtu z vyrobku Hollandia selsky, ktera rovnéz ukazovala na pritomnost DNA
kultury Lactobacillus acidophilus, ktera je v puvodnim jogurtu vyrobcem deklarovana. Zde vSak
pravdépodobn¢ zacala pfevazovat az s vyrobou domacich jogurti.

Pfi pouziti primera V6_F, V6_R lze z teplot tani DNA vzorku jogurtovych vyrobkl usuzovat
na pritomnost DNA kultury Streptococcus thermophilus, ktera je soucasti zakladnich jogurtovych
kultur. Vyjimkou byly vzorky ziskané z obou izolaci obou domaécich jogurti z vyrobku Jogobella, kde
teplota tani DNA stoupla, nebyla srovnatelna s zadnou z pozitivnich kontrol, ov§em ukazuje na zménu
zastoupeni kultur vyrobou domacich jogurtiu. Za pouziti primerd V1 _F, V1 R byla u vSech vzorku
detekovana teplota tani DNA shodna s teplotou tani kmene Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
CCM 7190". Jelikoz se jedna o zakladni jogurtovou kulturu, ve viech vyrobcich by pfitomna byt méla
a jeji pritomnost nebyla ovlivnéna ani preockovanim a vyrobou domacich jogurtu.

S pouzitim primert P1V1, P2V1 byly teploty tani DNA vzorki jogurtovych vyrobku srovnatelné
s teplotou tani kmene Streprococcus thermophilus CCM 4757. Tato kultura je soucasti zakladnich
jogurtovych kultur, jeji pfitomnost nebyla jednoznaéné potvrzena pouze u DNA izolované z domacich
jogurta vyrobku Jogobella, kde byla teplota tani vyssi. Nelze ji srovnat s zadnou z pozitivnich kontrol,
je vSak znakem toho, Ze se zastoupeni kultur vyrobou domacich jogurtii zménilo. Sekvence primeru je
vybrana z V1 oblasti genu 16S rDNA, mozZnost odliSeni kultury Streprococcus thermophilus pomoci
téchto primera byla pozorovana i jinymi autory [42].

Pfi pouziti primera s oznacenim UPF, UPR byla u vSech vzorki detekovana teplota tani, ktera
nebyla srovnatelna s zZadnym s kmenu, které se pomoci téchto primera podafilo rozlisit. U vzorku
DNA zpuavodnich jogurti Activia bila a Hollandia selsky byl navic detekovan mensi pik, ktery
ukazuje na pritomnost kultur Bifidobacterium longum nebo Bifidobactrium animalis. U vyrobku
Hollandia selsky jsou bifidobakterie deklarovany vyrobcem, u vyrobku Activia bila mohou byt tyto
kultury soucasti deklarované Bifidus ActiRegularis”. V obou jogurtech byla piitomnost bakterii rodu
Bifidobacteria pozorovana i jinymi autory [43]. U DNA z domacich jogurt se vSak tento pik vytratil,
pravdépodobné tedy bifidobakteria nebyla schopna pfezit preockovani do nového prostiedi.

Pii pouziti primerd GroHRM_F, GroHRM_R doslo k amplifikaci pouze u DNA =z kmenu
Lactobacillus casei CCM 7088", Lactobacillus plantarum CCM 70397, Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825". Zadny ze vzorki tedy uvedené kultury neobsahoval. Pouzité primery jsou navrzeny pro
amplifikaci kratké hypervariabilni oblasti ( asi 150 bp) genu groEL bakterii rodu Lactobacillus, jinymi
autory byly pouzity pro rozliseni fylogeneticky pribuznych druhii z rodu Lactobacillus, a to L. casei,
L. paracasei a L. rhamnosus [34].

Vsechny jogurtové vyrobky by tedy mély obsahovat kulturu Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, jejiz pomémé zastoupeni neochabovalo ani vyrobou domacich jogurti ani jejich
sedmidennim skladovanim. VSechny také obsahovaly kulturu Streptococcus thermophilus, ktera
rovné¢z bez problému prezivala napfi¢ domacimi jogurty, s vyjimkou téch vyrobenych z jogurtu
Jogobella. Podle doporuéeni vyrobce vyrobniku jogurti by jogurtové kultury mély prezit az deset
vyrob domacich jogurti v fadé [44]. Vyrobek Activia bila navic v puvodnim jogurtu obsahoval i
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kultury Bifidobacterium longum nebo Bifidobactrium animalis a Lactobacillus acidophilus, jejich
zastoupeni vSak s vyrobou domacich jogurti vymizelo. Kultury Bifidobacterium longum nebo
Bifidobactrium animalis byly navic zaznamenany i u vyrobku Hollandia selsky, kde rovnéz vymizely s
vyrobou domacich jogurtu. U vzorkt 2. izolace z 2. domaciho jogurtu tohoto jogurtu byla
zaznamenana navic kultura Lactobacillus acidophilus, ktera nejspi§ vyrobou domacich jogurtu zacala
prevazovat.

Rozliseni kultur pfitomnych ve smésnych vzorcich pomoci primerii umoziujicich rozliseni vice
druht najednou pomoci melt analyzy nejspiSe neni zcela presné a vyzaduje dalsi optimalizaci. Ne
vzdy je u vzorkl obsahujicich vice kultur detekovano také vice pikil na kfivkach tani. Naopak casto
vznika jeden pik, jehoZz teplota tani muze byt posunuta oproti teplotam tani Cistych kultur vlivem
piimési dalsich kultur.
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7 ZAVER

V experimentalni ¢asti byla izolovana DNA z Cistych jogurtovych kultur Lactobacillus rhamnosus
CCM 1825", Lactobacillus plantarum CCM 7039", Lactobacillus casei CCM 7088" a Streptococus
thermophilus CCM 4757 pomoci fenolové extrakce, dvou druhti magnetickych ¢astic a komercniho
kitu. Ziskana DNA byla spektrofotometricky kvantifikovana a kvalifikovana, nasledné byla podrobena
RT-PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria, kde byla rovnéz provedena kvantifikace.
Pomoci téchto postupi byla jako nejefektivnéjsi metoda izolace DNA vyhodnocena izolace
komerénim kitem. Rovnéz byla u vSech vzorki potvrzena pritomnost DNA domény Bacteria. Ziskana
DNA byla také ovéfena pomoci PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus a rody
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus a Lactobacillus casei. U veskeré ziskané DNA tak
byl potvrzen jeji rod i druh, krom¢é DNA z kultury Streptococus thermophilus, jejiz vzorky byly pro
dalsi pouziti vyfazeny.

Dale byly vypéstovany dal§i jogurtové kultury na vhodnych médiich Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus CCM 7190", Lactobacillus acidophilus CCM 4833", Lactococcus lactis CCM 1877",
Streptococcus thermophilus CCM 4757, Bifidobacterium bifidum CCM 3762, Bifidobacterium longum
CCM 3764, Bifidobacterium animalis CCM 4988". Pomoci komeréniho kitu byla z t&chto kultur
izolovana DNA. Sptektrofotometricky byla potvrzena jeji vhodnost k pouziti pro PCR.

Z jogurtovych vyrobki Activia bila, Danone (Praha, CR), Billa Nase bio bily jogurt z derstvého
mléka (Ri¢any u Prahy, CR), Choceiisky smetanovy jogurt bily (Choceti, CR), Selsky jogurt bily
Hollandia (Karlovy Vary, CR), Jogobella zahradni a lesni jahoda, Zott (Mertingen, Némecko),
Opocensky jogurt bily, Bohemilk mlékarna Opoéno (CR) byla izolovana DNA, a to nejprve pouze za
pouziti komeréniho kitu, dale s trojnasobnym promytim lyza¢nim roztokem a naslednou izolaci
komerénim kitem a nakonec se sedminasobnym promytim lyza¢nim roztokem a naslednou izolaci
komercnim kitem. Dle vysledki spektrofotometrického stanoveni byla DNA v kvalit¢ vhodné pro
PCR ziskana pouze po sedminasobném promyti vzorku pfed izolaci. Dale byly ztéchto vyrobku
zaockovanim do mléka vyrobeny domaci jogurty, z nich pak stejnym zptisobem dalsi varka domacich
jogurtl. Z kazd¢ varky pak byla dvakrat izolovana DNA se sedmidennim odstupem.

Ziskana DNA z jogurtovych vyrobki byla podrobena RT-PCR se Sesti dvojicemi primerta (V3 _F a
V3_R, V6_FaV6_R, VI_F a V1_R, GroHRM_F a GroHRM_R, UPF a UPR, P1V1 a P2V1) s DNA
z Cistych kultur jako pozitivnimi kontrolami. Podle vysledka analyzy krivek tani byla u v§ech vyrobku
potvrzena pritomnost kultur Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococcus thermophilus
deklarovanych vyrobcem. U obou byla také potvrzena jejich schopnost prezivat v ramci vyroby
domacich jogurti, krom¢ vyrobku Jogobella, kde v domacich jogurtech kultura Streptococcus
thermophilus nejspiSe ubyvala. U vyrobku Activia bila lze navic usuzovat na pfitomnost kultur
Bifidobacterium longum nebo Bifidobactrium animalis a Lactobacillus acidophilus, které jsou
pravdépodobné skryty pod vyrobcem deklarovanou kulturou Bifidus ActiRegularis”, jejich zastoupeni
vSak s vyrobou domacich jogurti vymizelo. U vyrobku Hollandia selsky, kde vyrobce deklaruje
pritomnost Bifidobakterii a Lactobacillus acidophilus byly rovnéz detekovany kultury Bifidobacterium
longum nebo Bifidobactrium animalis. Kultura Lactobacillus acidophilus byla detekovana az ve
druhém domacim jogurtu. RozliSovani kultur pmoci primeru, které nejsou specifické pro urcity druh,
ale umoziuji pomoci analyzy kfivek tani detekovat vice druhti najednou je metoda rychla, ovSem ne
dostateén¢ presna. Smésné kultury nemuseji byt vzajemné odliSeny a zkresluji tak interpretaci
vysledka.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp — par bazi

CCM - Ceska sbirka mikroorganismii

C, — threshold cyklus (prahovy cyklus)

cys — cystein

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dNTP - 2°-deoxynukleosid-5°-trifosfat

EDTA - ctylendiamintetraacetat

GMO - geneticky modifikované organismy

HRM - vysokorozlisovaci analyza kiivek tani

MRS - de Man, Rogosa, Sharpe

PEG - polyethylenglykol

RNA - ribonukleova kyselina

PCR - polymerazova fetézova reakce

RT-PCR - polymerazova fetézova reakce v realném Case
SDS - dodecylsulfat sodny

TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TE pufr — Tris-EDTA pufr

T,, — teplota tani

UHT zahfev - zahfev na vysokou teplotu (Ultra High Temperature)
UV - ultrafialové svétlo

WHO - Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organisation)
YGLPB - Yeast, Glucose, Lactose, Peptone, Broth



