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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace byl priikaz probiotickych bakterii z probiotického doplitku stravy ve
formé¢ sirupu. Z komplexni matrice vyrobku byla izolovana DNA v dostate¢né Cistoté a kvalité
vhodné pro metodu PCR v redlném case a nasledn¢ PCR-HRM. K amplifikaci pomoci PCR
vrealném case a PCR-HRM byly pouzity specifické primery pro rody Lactobacillus,
Bifidobacterium a Streptococcus a na urovni druhu pro druhy Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis a Streptococcus
thermophilus. Po optimalizaci podminek pro specifické primery byly ve vyrobku prokazany
vSechny deklarované bakterie.

ABSTRACT

The aim of the diploma thesis was the identification of probiotic bacteria from a probiotic food
supplement in the form of syrup. DNA was isolated from the complex matrix of the product in
sufficient purity and quality suitable for the real-time PCR method followed by PCR-HRM.
Specific primers for the genera Lactobacillus, Bifidobacterium and Streptococcus and at the
species level for the species Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis and Streptococcus thermophilus were used for amplification
by real-time PCR and PCR-HRM. After optimizing the conditions for specific primers, all
declared bacteria were detected in the product.
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probiotika, probioticky doplné€k stravy, izolace DNA, polymerazova fetézova reakce (PCR),
PCR v redlném case, HRM analyza
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1 UVOD

V poslednich letech si probiotika ziskala popularitu pro svilj potencial poskytovat Cetné
zdravotni vyhody. Tyto Zivé mikroorganismy lze nalézt v urCitych potravinach a doplicich
stravy a pfi poZiti v dostateCném mnozstvi mohou pozitivné ovlivnit sttevni mikrobiom.

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pii poziti v dostatecném mnozstvi poskytuji
zdravotni vyhody. Tyto prospésné bakterie ¢asto oznacované jako ,,dobré* bakterie mohou
pomoci vyvazit stfevni mikrobiom. Stfevni mikrobiom je komplexni ekosystém
mikroorganismil, které sidli v trdvicim traktu a hraji zasadni roli pfi udrzovani celkového
zdravi. KdyZ je tato rovnovédha ekosystému naruSena, mize to vést k riznym zdravotnim
problémtim, jako jsou zazivaci problémy, dysfunkce imunitniho systému, a dokonce i poruchy
duSevniho zdravi.

Studie ukazuji, ze probiotika mohou pomoci obnovit rovnovahu ve stfevnim mikrobiomu,
zlepsit traveni, posilit imunitni funkce, a dokonce snizit izkost a depresi. Funguje tak, ze
zapliuji stfeva dobrymi bakteriemi, které pomahaji inhibovat rast bakterii a zlepsuji celkové
zdravi stfev. Nachazeji se v nckterych potravinach, jako je jogurt, kefir a fermentovana
zelenina. Tyto potraviny jsou bohaté na dobré bakterie a jejich pravidelna konzumace muze
zlepsit zdravi vaSich stiev.

Jednou z nejoblibenéjSich potravin bohatych na probiotika je jogurt, ktery obsahuje Zivé
kultury Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus. Kefir, fermentovany mléény
napoj, je také dobrym zdrojem probiotik, véetné fady prospésnych bakterii a kvasinek. Kimchi
se vyrabi nakladanim zeleniny, jako je Cinské zeli, ve slaném ndlevu obsahujicim dobré
bakterie. Jeho konzumace mtize zlepSit zdravi stiev a poskytnout mnoho dalSich zdravotnich
vyhod.

K dispozici jsou také nckteré probiotické dopliky, které zvysuji pocet dobrych bakterii
ve stieve. Tyto dopliky jsou obvykle kapsle, tablety nebo sirupy, které obsahuji Zivé kultury
prospéSnych bakterii. Probiotické doplilkky probiotik se doddvaji v rtznych kmenech
a koncentracich. Probiotika mohou byt také prospésna pro ty, kteti nedavno uzivali antibiotika,
ktera zabijeji Spatné 1 dobré bakterie ve stfevech.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotikum

Probiotika jsou malé zivé organismy, které pozitivné i negativné ovliviiuji ¢innost organismu.
Nachazi se v dutin€ nosni, Ustni, hltanu, ve stfevni mikroflofe a na kizi. Diky jejich
rozmanitosti jejich nerovnovaha pfinasi pro ¢lovéka mnoho potizi usticich do rtiznych nemoci.

Probiotika jsou soucasti lidského organismu od narozeni, kdy je ziskavame z mateiského
mléka jako naptiklad Bifidobacterium spp., Escherichia coli a Lactobacillus spp..
V pozdéjsim véku jsou dal§i druhy pfijimany prostfednictvim bézné potravy a dalSich
potravinovych doplik. [1]

Mnoho studii dokazuje, Ze pozitivni modulace mikrobidlniho sloZeni pomoci externich
pfistupd, jako je napiiklad nutri¢ni intervence s probiotiky, miize mit nevidané zdravotni efekty
pro hostitele. Probiotika jsou definovana jako Zzivé mikroorganismy, které pii poziti
v pfiméfeném mnozstvi propljcuji hostiteli zdravotni pfinos. Bylo zjiSténo, Ze manipulace se
sttevni mikroflérou intervenci probiotiky ma jak profylaktické, tak terapeutické ucinky na
sttevni a imunitni zdravi hostitele. Nicméné, jak se pouzivani a celkova rozmanitost
probiotickych produktii rozsifuje, vybér vhodného typu probiotik je naro¢ny kvili rozdilim
v mechanismech uc¢inku, bezpecnostnim profilu, pivodu a G¢innosti riznych kmenti. Nedavny
vyzkum poukézal na to, Ze mnoho vlastnosti probiotik je specifickych pro druh a ne vSechna
probiotika vykazuji stejnou bezpecnost a i¢innost. [2]

2.2 Déleni probiotik

Probiotické bakterie se déli na mnozstvi rodl a druhil, nejvétsimi a nejpouzivanéjsimi rody,
které lze nalézt nejen v potravinach jako jsou syry, jogurty a dalsi kysané produkty, ale i
v potravinovych dopliicich a také kosmetice jsou rody Lactobacillus a Bifidobacterium.
V Tabulce 1. 1ze nalézt vycet nekolika druhtt daného rodu a také dalSich druht jiné kategorie.



Tabulka 1 Tabulka 1. Probiotické bakterie [3]

rod Lactobacillus rod Bifidobacterium Ostatni

L. acidophilus .
Bacillus cereus
L. amylovorus o ]
) Clostridium botyricum
L. brevis )
. Enterococcus faecalis
L. casei .
Enterococcus faecium
L. rhamnosus o )
) Escherichia coli
L. crispatus

By B. adolescentis Lactococcus lactis subsp.
L. delbureckii subsp. o ]
_ B. animalis cremoriss
bulgaricus ) )
B. breve Lactococcus lactis subsp. lactis
L. fermentum i )
) B. bifidum Leuconostoc mesenteroides
L. gasseri ) ] ]
. B. infantis subsp. dextranicum
L. helveticus ) . o
) - B. lactis Pediococcus acidilactici
L. johnsonii o )
. B. longum Propionibacterium
L. lactis o
freudenreichii

L. paracasei .
Saccharomyces boulardii
L. plantarum o
) Streptococcus salivarius subsp.
L. reuteri )
o thermophilus
L. salivarius ) o
Sporolactobacillus inulinus

L. gallinarum

2.2.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus je skupina tvotici gram pozitivni anaerobni ty¢inky, které netvoii spory. Jsou
nejrozséahlejsi ¢asti tvotici populaci mlécnych bakterii. Tyto bakterie transformuji cukry na
kyselinu mlécnou a tim vytvateji kyselé¢ prostiedi vhodné pro urcité bakterie. V lidském
organismu se bakterie rodu Lactobacillus nachazi ptevazné v travici soustave.

Laktobacily mohou byt jak homofermentativni tak heterofermentativni. Jsou jedinym rodem
bakterii mlééného kvaSeni, které zahrnuji homofermentativni i heterofermentativni organismy.
U homofermentativnich laktobacilii jsou hexdézy metabolizovany pomoci glykolyzy ptfimo
na laktat, ktery je hlavnim koncovym produktem. U heterofermentativnich laktobacilii jsou
hex6zy metabolizovany fosfoketoldzovou cestou na laktat, CO2, acetat a ethanol jako hlavni
produkty. U laktobacili je homofermentativni nebo heterofermentativni metabolismus sdilen
vSemi kmeny rodu. VétSina laktobacill je také aerotolerantni, coz je zavislé na pfitomnosti
manganu. Nékteré druhy také dychaji, a to v ptipad¢, kdy je v riistovém médiu pfitomen hém
a menachinon. [4, 5, 6, 7]

Komercné se bakterie rodu Lactobacillus pouzivaji na vyrobu kvaSenych produkti jako je
naptiklad jogurt, syr, kyselé okurky, vino a dal$i. Diky vytvofeni kyselého prostfedi pomoci
jejich metabolismu cukri nejenze vytvoii piijatelné prostfedi pro dalsi potiebné bakterie
k procesu zpracovani, ale i zakonzervuji dany produkt pfed nékterymi nechténymi organismy.

[8]
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2.2.1.1 Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus acidophilus je ty€inkovitd, grampozitivni, homofermentativni a anaerobni
bakterie. Tento druh se nejcastéji vyskytuje u ¢loveka. [9]

L. acidophilus je tyCinkovitd grampozitivni homofermentativni anaerobni bakterie, coz
znamena, ze produkuje pouze kyselinu mlé¢nou jako kone¢ny produkt fermentace. Fermentace
muze probihat pouze z hexdzy pies glykolyzu. L. acidophilus ma v mléce pomalejsi riist nez
v hostiteli kviili omezenému mnoZzstvi dostupnych Zivin. [9, 10]

Lactobacillus acidophilus ma jednu fosfolipidovou dvojvrstvou membranu s bunécnou
sténou tvofena peptidoglykanem vné membrany. Bunécnd sténa je protkdna teichoovymi
kyselinami, povrchovymi proteiny spole¢né s aniontovymi a neutralnimi polysacharidy a také
S-vrstvou, kterd lemuje vngj$i Cast bunky. Molekulovd hmotnost proteinli v S-vrstvé se
pohybuje od 40 do 200 kDa a jsou tvofeny homogennimi proteinovymi nebo
glykoproteinovymi podjednotkami. Prostfednictvim nekovalentnich interakci tyto proteiny
pokryvaji povrch bakteridlni buiiky a maji pomoci entropie tendenci uspofadat se
do pravidelnych krystalickych fad. Proteiny S-vrstvy hraji klicovou roli v biologickych
funkcich, a to zejména v adhezi bakterii k hostitelskym bunkam. [11]

L. acidophilus roste pfirozené v Ustni, stfevni a vaginalni dutin¢ savcl. Témért vSechny druhy
laktobacili maji specidlni mechanismy pro tepelnou odolnost, ktera naptiklad zahrnuje zvySeni
aktivity chaperont. Pro L. acidophilus je dilezit¢é mit vlastnosti vhodné pro preziti
v gastrointestinalnim traktu. Je jednak vyzadovana tolerance nizkého pH a vysoké urovné
toxicity. Tyto vlastnosti se 1isi a jsou specifické pro dany kmen. Tyto rozdily v toleranci jsou
jsou na urovni struktury bunécné stény spolu s dalSimi zménami v expresi proteinti. Dokonce
se ukazalo, Ze zmény koncentrace soli v prostiedi ovliviiujé zivotaschopnost L. acidophilus,
ale pouze po vystaveni o vyssi koncentraci soli. [12]

Vyzkumy ukézaly, ze ptitomnost L. acidophilus muze mit u lidi riizné probiotické uc¢inky.
Mohou pusobit jako bariéra proti patogenim, podporuji imunitni odpovéd’, napoméaha pfi
traveni laktézy nebo také snizuje hladinu cholesterolu. Tyto u€inky jsou nicméné podminény
minimalni koncentraci a to 10° - 106 c.f.u. (jednotky tvofici kolonie) na ml. [13]

2.2.1.2 Lactiplantibacillus plantarum

Z duvodu reklasifikace vybranych druhti laktobacild, aby se zjisténa heterogenita genomu
projevila v taxonomii byl Lactobacillus plantarum nové piejmenovan na Lactiplantibacillus
plantarum. [14]

Lactiplantibacillus plantarum je grampozitivni bakterie ve tvaru rovnych tyCinek se
zaoblenymi konci. Velikostné jsou obecné 0,9—1,2 um Siroké a 3—8 pm dlouhé a roste v rozmezi
pH 3,4-8,8. Mohou se vyskytovat jednotlive, v parech nebo v kratkych tetizcich. L. plantarum
ma jeden z nejvétsich znamych genomi mezi bakteriemi mlécného kvaseni a je velmi
flexibilnim druhem. [15, 16]

Lactiplantibacillus plantarum je homofermentativni a aerotolerantni bakterie, ktera
produkuje oba izomery kyseliny mlécné. V pfitomnosti hému a menachinonu mohou tyto
baktérie také dychat a dochazi také k exprimovani cytochromtl. V ptipad¢ jejich neptitomnosti
v rustovém médiu je kyslik spotfebovavan NADH-peroxiddzou, kdy vnika peroxid vodiku jako
meziprodukt a voda jako konecny produkt. [17, 18]
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Lactiplantibacillus plantarum bylo zafazeno mezi probiotika s vyznamnou antioxidacni
aktivitou a také pomahd udrzovat spravnou sttevni propustnost. Tim podporuje tvorbu mikrobni
rovnovahy a stabilizuje tak chovani travicich enzymt. Dale je schopen potlacit rist bakterii,
které produkuji plyn ve stievech a diky tomu muze byt velkym pfinosem pro nékteré pacienty
trpici syndromem drazdivého tra¢niku. [19, 20]

2.2.1.3 Lactocaseibacillus casei

Dftive zndm pod nazvem Lactobacillus casei je fakultativné anaerobni bakterie netvoftici spory,
je mikroaerofilni a tolerantni vici kyselindm. Bakterie je grampozitivni a ty¢inkovitého tvaru.
Nachazi v reproduk¢nim a travicim traktu lidského téla [21, 14]

L. casei je klasifikovan jako probiotikum. Jeho hlavni U€inky jsou pifi zmirfiovani
gastrointestinalnich patogennich bakteridlnich onemocnéni. Studie ukézaly, ze v kombinaci
i s dal§imi druhy méli pacienti pfi prevenci pied priijmem, zpiisobenym antibiotiky a infekci
Clostridium difficile, jeho niz8i vyskyt bez nezddoucich uc¢inkl. Spole¢n¢ s dal§imi studiemi
z toho vyplyva, ze Lactocaseibacillus casei je bezpecnou a ucinnou formou 1écby akutniho
1 infek¢éniho prijmu. [22, 23]

2.2.1.4 Lactocaseibacillus rhamnosus

Lactocaseibacillus rhamnosus s puvodnim nazvem Lactobacillus rhamnosus je grampozitivni
homofermentativni fakultativné anaerobni bakterie ve tvaru kratké tyCinky, které nejCastéji
tvoii fetézce. [24]

Lactocaseibacillus rhamnosus se vyskytuje ve zdravém zenském genitourinarnim traktu.
Neékdy se vyuziva u kvasSenych mléénych vyrobkii jako nastartovaci bakterie pro mlé¢nou
fermentaci. [25]

Tento druh se fadi mezi probiotika, které se vyuzivaji zejména pro 1écbu infekce zenského
genitourinarniho traktu a to naptiklad t€zko léCené bakteriadlni vagindzy. L. rhamnosus ucinkuje
tak, Ze pomaha znovu ziskat kontrolu nad dysbiotickym bakteridlnim ptertstanim b&hem
aktivni infekce. Déle se vyuZzivaji pro 1écbu priymu, akutni gastroenteritidy nebo povrchové
na [é¢bu ekzému nebo atopické dermatitidy. [24]

2.2.1.5 Limosilactobacillus reuteri

Diive znam pod jménem Lactobacillus reuteri. Radi se mezi probiotika, které podporuji
zkraceni kojeneckych prujmovych piihod, sniZzeni hladiny celkového a LDL-cholesterolu
u jedinct trpicich hypercholestérolemii, funguji jako ochrana pied infekci Helicobacterem
pylori nebo prispiva ke sniZzeni stievniho zdnétu v riznych experimentalnich modelech kolitidy
u hlodavci. [26]

Limosilactobacillus reuteri ma imunoregulacni vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou zavislé od
modulace rovnovahy mezi produkci pro/protizanétlivych cytokini kmenem az po modulaci
funkce stievni bariéry pomoci snizeni permeability sliznice. Probiotické vlastnosti L. reuteri
zavisi od jeho pfitomnosti v tlustém stieve. [26]

Limosilactobacillus reuteri je znam pro své antimikrobialni u€inky diky produkci reuterinu,
reutericinu 6 a reutericyklinu. Z nejlépe probadanych u¢inki tohoto druhu je vyznamné snizeni
délky symptomi u détského prijmového onemocnéni. Dokonce ve srovnani s dalSimi druhy
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probiotickych druhti vysel Limosilactobacillus reuteri jako nejucinnéjsi. Ve stfevé snizuje
motorické komplexy a stfevni motilitu. [27, 28, 29]

2.2.2 Rod Bifidobacterium

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou gram pozitivni nepohyblivé anaerobni bakterie. Bakterie
tohoto rodu jsou zndmy svou odolnosti ke zlu¢ovym solim. Tato vlastnost je velmi vyhodna
zejména proto, ze priznivé UCinky probiotickych bakterii mohou byt produkovany
za pritomnosti této tekutiny. Bakterie rodu Bifidobacterium spolu s dal§imi poméhaji s 1é€bou
a 1jinych typli onemocnéni spojenych s travici soustavou. [8]

Rod Bifidobacterium mé jedineCnou fruktozu-6-fosfatovou fosfoketoldzovou dréhu
pouzivanou k fermentaci uhlovodik. U bifidobakterialnich fylotypi nalezenych u kojenct byla
vyvinuta schopnost fermentovat mlécéné oligosacharidy, nicméné u druhti nalezenych v dospé€lé
mikroflofe byla u téchto bakterii pozorovana schopnost fermentovat rostlinné oligosacharidy.
Tento poznatek ukazuje, ze jsou tyto bifidobakterie schopny reagovat na prostredi, ve kterém
se nachazi. Vzhledem k tomu, Ze kojenci Casto trpi stievnimi shluky bakterii, kde prevladaji
prave bifidobakterie, mnohé terapie se pokousi napodobit bifidogenni vlastnosti oligosacharidi
mléka. Ty jsou Siroce klasifikovany jako od rostlin odvozené fruktooligosacharidy nebo
galaktooligosacharidii odvozené od mléka, které jsou odliSné¢ metabolizovany a odliSné
od katabolismu oligosacharidu mléka. [30]

2.2.2.1 Bifidobacterium animalis subsp. animalis

Bifidobacterium animalis subsp. animalis jsou grampozitivni, anaerobni nepohyblivé bakterie
ve tvaru tyCinky, které netvoii spory. Glukdza je fermentovana pomoci charakteristického
enzymu fruktdza-6-fosfat fosfoketoldzy v tzv. Bifidus-shuntu. Fermentuje se dextrin,
a-D-glukéza, maltéza, maltotridza, D-rafindza a sachardza, skrob se ale nefermentuje. [31]

Nachazi se v tlustém stievé savell. Tento druh je odolny viici kyselému a oxidativhimu
stresu, a proto se ve velké mife pouziva pifi fermentaci mléénych vyrobkii. Optimalni teplota
ristu je 39-41°C. Na sikmych plochach inkubovanych na vzduchu nebo ve vzduchu
obohaceném oxidem uhli¢itym nedochdzi k Zadnému ristu stejné€ jako v mléce nebo v mlénych
médiich nedochazi k zadnému rastu. [31]

Bifidobacterium animalis subsp. animalis je zatazen mezi probiotika. Laboratorni studie
identifikovaly fadu vlastnosti, které jsou klinicky relevantni, patii mezi né naptiklad ovlivnéni
imunitniho systému, adheze epitelu a zlepsSeni funkce stfevni bariéry. Celkové tak posiluje
imunitni odpoveéd’ u ¢lovéka [32]

2.2.2.2 Bifidobacterium animalis subsp. lactis
Bifidobacterium animalis subsp. lactis je gram-pozitivni, nepohybliva, nesporolujici,
nepravidelné ty¢inkovité anaeroby. Optimalni teplota rustu je 39—42°C. Na agarovych plotnach
vystavenych vzduchu nedochdzi k zadnému ristu, ale je tolerovano 10% atmosférického
kysliku nad kapalnym médiem. K rastu dochazi v mléce nebo v mlé¢nych médiich. [31]
Studie také potvrdily, ze B. animalis subsp. lactis urychluje stievni priachod u clovéka
a poskytuje tak ulevu jedincim od béznych gastrointestindlnimi symptomu, syndromu
drazdivého tra¢niku nebo zacpy. [32]
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Taxonomické postaveni Bifidobacterium lactis a Bifidobacterium animalis bylo zkoumano
pomoci polyfazového piistupu, kde byla zjiSténa fenotypova podobnost obou taxoni. Oba
druhy sdili vice nezZ 70% DNA-DNA (76-100%), coz potvrzuje zavéry ptredchozich studii,
ve kterych byly B. lactis a B. animalis povazovany za jeden jediny druh. Nicméné vysledky
proteinového profilovani, BOX-PCR fingerprinting, fluorescen¢ni amplifikovany fragmentovy
délkovy polymorfismus, atpD a groEL genova sekven¢ni analyza ukazuji, Ze zastupci B.
animalis a B. lactis tvoti dvé jasné¢ oddé€lené podskupiny. Toto déleni bylo také fenotypoveé
podpofeno na ziklad€ schopnosti rist v mléce. Dukazy genotypu, které byly neddvno
publikované navrhuji, aby B. lactis a B. animalis byly stale povazovany za dv€ samostatné
taxonomické entity, nikoli na trovni druhu, ale na urovni poddruhu. [31]

2.2.2.3 Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium bifidum je grampozitivni, anaerobni bakterie, ktera je pohybliva a netvofi
spory. M4 tyCinkovity tvar a zije bud’ ve shlucich, parech nebo dokonce samostatné. VétSinou
se nachazi v tlustém stfeve, dolnim tenkém streve, matetském mléce nebo vaginalni mikroflore.
[33, 34]

Pokud je nedostatek B. bifidum v lidském stievé, je narusena rovnovaha sttevni mikroflory.
Stfevni flora mize byt zlepSena tak, Ze je B. bifidum suplementovan pomoci doplnkt, které
tento druh obsahuji. Suplementace B. bifidum je taky uplatnéna v piipad¢ terapie stievnich
a jaternich poruch, pro aktivaci imunitni reakce, anebo pro prevenci nékterych druhti rakoviny
tlustého stieva. [35]

Bifidobacterium bifidum je fazeno mezi probiotika, které snizuji pravdépodobnost akutniho
prijmu, riziko infekci bakterii Echereschia coli a piispiva také k udrzeni vaginalni homeostazy.
[36, 37]

2.2.2.4 Bifidobacterium longum subsp. infantis
Bifidobacterium longum subsp. Infantis je grampozitivni, heterofermentativni, anaerobni
v matetském mléce a nésledné ve stievech kojence.

Ve srovnani s jinymi druhy rodu Bifidobacterium, B. infantis usnadiiuje kompletni traveni
oligosacharida lidského mléka, prosttednictvim exprese az 16 glykosylhydroldz, jako jsou a-
fukosidazy, B-galaktosidazy, B-hexosaminadasy a a-sialidazy a poskytuje tak konkurenéni
vyhodu oproti jinym stfevnim mikrobidlnim organismiim, a to v¢etné patogent. [38, 39]

Jak je mozno vidét na obrazku 1, B. infantis je vybavena enzymy, které jsou urcené pro
metabolismus oligosacharidi v lidském mléce. Toto umoziuje zvysSenou kolonizaci a méné
lumindlnich patogenii. Dale tento mikrob produkuje jisté exogenni latky, které podporuji
dozravani vrozené imunitni reakce u kojencl. B. infantis ma také protizanétlivé vlastnosti
a prospiva tak epitelialni vrstvé ve stievé. Snizuje také propustnost stiev a pomaha pti tzv.
déravém stieve. B. infantis produkuje mastné kyseliny s kratkym fetézcem, a to zejména acetat,
ktery ma ptiznivy ucinek na hostitele. [38]

Oligosacharidy z matefského mléka maji schopnost projit zaludkem a proximalnim tenkym
sttevem kojenct, aniz by byly néjak pozménény nebo spotifebovany. V distalnim stieveé tyto
oligosacharidy selektivné konzumuje B. infantis, coz zptsobuje vznik mikroflory, kterd je sice
omezend ve sv€ rozmanitosti, ale je spojena se zlepSenym rlstem a reakci na vakciny
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u donoSenych déti a snizuje vyskyt nekrotizujici enterokolitidy u pred¢asné narozenych déti.
Oligosacharidy matetského mléka aktivuji rizné geny v B. infantis, které ji umoznuji ovladnout
sttevni mikrobiotu a prospivaji hostiteli tim, Ze urychluji dozravani imunitni odpovédi, omezuji
nadmérny zanét, zlepsuji stievni propustnost a zvysuji produkci acetatu. Tento symbioticky
vztah je pfikladem koevoluce dvou druht s cilem docasné chranit novorozence a vyZivovat
zdravou stfevni mikrofléru pfed jeho odstavenim. [39]

A Zvy3ena kolonizace B. infantis sniZuje poCet luminlnich patogenit
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£ B. infantis produkuje mastné kyseliny s kratkym fetézcem.
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Obrazek 1 — (upraveno [38]) Mechanismus ucinku Bifidobacterium longum subsp. Infantis

2.2.2.5 Bifidobacterium longum subsp. longum

Bifidobacterium longum subsp. longum je gram-pozitivni, anaerobni, katalaza-negativni
ty¢inka s nepravidelnou morfologii. Tento mikrob se ve vysoké miie vyskytuje v lidském stieve
a jsou zvlasté¢ hojné ve stievech kojenct. Predpoklada se, ze maji rizné zdravi prospésné
ucinky, i kdyz je malo znamo o pfesném mechanismu piisobeni takovych aktivit. Tato mezera
ve znalostech podnitila vyzkumné usili, zejména zaméfené na srovnavaci a funkéni genomiku
bifidobakterii. Tato bakterie je vysoce stabilni i v riiznych hotovych vyrobcich véetné praskové
vyZivy, jogurtu a fermentovaného mléka. [2, 40]

Bifidobacterium longum subsp. longum produkuje pievazné kyselinu L-mlé¢nou, zatimco
produkce kyseliny D-mlé¢né je zanedbatelnd. Kromé¢ toho bylo prokazano, ze B. longum
obsahuje enzym hydrolazu konjugované Zlucové soli, ktery katalyzuje hydrolyzu zlucovych
soli. Je znamo, Ze vysoké fyziologické hladiny nckterych sekundarnich Zlucovych kyselin,
zejména kyseliny deoxycholové a lithocholové, mohou zpisobit poSkozeni DNA a podporovat
karcinogenezi tlustého stfeva. [2]

2.2.2.6 Bifidobacterium breve

B. breve je dominantnim druhem ve stieveé kojenych déti a byl také izolovan z lidského mléka.
Druh B. breve se nachazeji také ve vaginé zdravych Zen. Jejich pfitomnost v mimotélnim
prostiedi je dusledkem fekalni kontaminace a druh je uziteCcnym indikatorem fekalniho
zneCisténi lidi a zvifat Ma antimikrobidlni aktivitu proti lidskym patogentim, nevykazuje znaky
pfenosné antibiotické rezistence, neni cytotoxicky a méa imunostimulacni schopnosti. [41]

B. breve, stejn¢ jako jiné druhy rodu Bifidobacterium, maji fadu enzymu pro zpracovani
ruznych sacharidi. Tyto enzymy, uzite¢né pro adaptaci a soutézeni v prostiedi s ménicimi se
nutriénimi podminkami, jsou indukovatelné v pfitomnosti specifickych substratii. Mezi né patii
naptiklad glykosidazy, neuraminidazy, glukosidazy, galaktosidazy a také extracelularni
glykosidazy, které degraduji oligosacharidy sttevniho mucinu a glykosfingolipidy. B. breve ma
také glukosiddzu s [-D-fukosidazovou aktivitou uziteCnou pro vyuziti fukosilované
oligosacharidy matetského mléka. [41]

2.2.3 Rod Streptococcus

Streptokoky jsou gram pozitivni koky, které nalezi do rodiny Streptococcaceae. Déleni bunék
u streptokokit se formuje podél jedné osy, takze béhem ristu maji tendenci vytvaret pary
nebo fetézy, které vypadaji jako ohnuté nebo zkroucené. Tato charakteristika se 1iSi od
stafylokokd, které se déli podél vice os, ¢imz vytvareji nepravidelné shluky podobné
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hroznovému. Vétsina streptokokt jsou negativni jak na oxidazu, tak katalazu a mnoho z nich
jsou fakultativné anaerobni. [42]

Druhy rodu Streptococcus jsou klasifikovany na zakladé jejich hemolytickych vlastnosti.
Alfa-hemolytické druhy zplsobuji oxidaci Zeleza v molekulach hemoglobinu u cervenych
krvinek, coz mu dava nazelenanou barvu na krevnim agaru. Beta-hemolytické druhy zpiisobuji
uplné prasknuti cervenych krvinek. Na krevnim agaru se to projevi jako stejné Siroké oblasti
bez krvinek, které jsou obklopeny bakterialnimi koloniemi. Gama-hemolytické druhy
nezpusobuji zaddnou hemolyzu. [43]

2.2.3.1 Streptococcus thermophilus

Kmeny Streptococcus thermophilus jsou grampozitivni probiotika mlééného kvaseni, ktera
maji mé obvykle kulovy nebo kokovity tvar a mé tendenci zit v parech nebo fetézcich. Poméhaji
pti vyrobé nékterych kvasenych vyrobkil véetné jogurtu. Diky jeho travicim schopnostem jako
je odbouravani tukti a laktdézy je Streptococcus thermophilus velice dulezitou bakterii
mikrobiomu. [44, 45]

Pfi rozmnoZovani je moZzno pozorovat, ze ma kolem sebe pruh, coz ukazuje bod déleni
dcefiné bunky nebo klonu. Jeho jedine¢na struktura umoznuje snasSet vysoké teploty, diky
c¢emuz je uziteCny v procesech mlécné fermentace, které zahrnuji zvysenou teplotu. Na rozdil
od svych patogennich €lent rodiny, Streptococcus thermophilus nemé geny ani neexprimuje
povrchovymi proteiny, které by piilnuly k povrchu sliznice v gastrointestinalnim traktu. Nema
ani virulentni funkce svych toxickych ¢lent rodiny. [45]

Streptococcus thermophilus je blizce piibuzny druhu Lactocbacillus lactis, ale jeste
piibuznéjsi jsou mu streptokokové druhy, které zahrnuji nékolik pro c¢loveéka smrticich
patogenti jako jsou napiiklad Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus  agalactiae. Ty zplsobuji napiiklad zapal plic, bakteridlni sepsi
nebo meningitidu. Streptococcus thermophilus je také ptibuzny Streptococcus mutans,
bezpecny. [46]

Zatimco v genomu jinych bun¢k mlééného kvaseni, jako je rod Lactobacillus, byla popsana
urcitd sekvence gend kodujicich klicové metabolické funkce naptiklad NADH oxidazu, laktat
dehydrogendzu, pyruvat oxiddzu, fumarat reduktazu, toto je zifidka pozorovano v genomu
Streptococcus thermophilus. Naptiklad v biosyntéze aminokyselin, centralnim metabolismu a
transkripCnich regulatorech se predpovida jen malo funkcnich genovych sekvenci. Zda se vsak,
ze nékolik funkei je kédovano vice nez jednou kopii genu, coz s nejvetsi pravdépodobnosti
ilustruje jejich dileZzitost v Zivotnim stylu S. thermophilus. [46]

2.3 Prebiotikum

Prebiotikum je nezivotaschopna a nestravitelna slozka potravy, kterd je selektivné
metabolizovand prospéSnymi stfevnimi bakteriemi - probiotiky. Dietni modulace stievni
mikroflory prebiotiky je navrzena tak, aby zlepSila zdravi stimulaci poctu nebo aktivity
bifidobakterii a laktobacil. Optimalni stfevni mikroflora miize zvySit odolnost vuci
patogennim bakteriim, snizit hladinu amoniaku v krvi, zvy$it stimulaci imunitni odpovédi
a snizit riziko rakoviny. Pfijmem potravy se da ovlivnit skladba stfevni mikroflory. Prebioticky
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substrat je vyuzit pro podporu zivotu prospé$nych bakterii, nikoli pro podporu potencialnich
patogend. [47, 48]

Aby se dana latka mohla fadit mezi prebiotika, musi spliiovat urcitd kritéria jako je odolnost
vuci zaludecni kyselosti, hydrolyze savéimi enzymy a gastrointestinalni absorpci, fermentace
sttevni mikroflorou a selektivni stimulace ristu nebo aktivity téch sttevnich bakterii, které
prispivaji ke zdravi a pohod¢€. V neposledni fad¢ by fermentace latky méla vyvolat prospésné
Gginky pro hostitele. Ugelem prebiotik je stimulovat uréitou bakterii Zijici ve stievni mikroflote.
Prebiotka se nachédzi ve form¢ karbohydratii nejcastéji oligosacharidi. Ty jsou nasledné
fermentovany domorodou stfevni baktérii a tim plni sviij Gcel. [47, 49]

2.3.1 Typy prebiotik

2.3.1.1 Fruktany

Tato kategorie se sklada z inulinu a frukto-oligosacharidu nebo oligofruktdzy. Diive nckteré
studie naznacovaly, ze fruktany mohou selektivné stimulovat bakterie mlééného kvaseni.
V poslednich letech vSak studie ukazaly, ze délka fetézce fruktant je dilezitym kritériem pro
urceni, kterymi bakteriemi mohou byt fermentovany. [50]

2.3.1.2 Galakto - oligosacharidy

Galakto-oligosacharidy jsou produktem extenze laktozy, které se dé€li do dvou podskupin. Prvni
skupina galakto-oligosacharidli je s pifebytkem galaktozy a druhy typ jsou galakto-
oligosacharidy vyrobené z lakt6zy prostfednictvim enzymatické transglykosylace. [51]

2.3.1.3 Oligosacharidy odvozené od Skrobu a glukozy

Existuje druh Skrobu, ktery je odolny vici traveni hornich stfev, zndmy jako rezistentni Skrob.
Ten miize podporovat zdravi pomoci produkce vysoké hladiny butyratu. Diky tomuto byl
zafazen mezi probiotika. Polydextr6za je oligosacharid odvozeny od glukédzy. Sklada se
z glukanu s mnoha vétvemi a glykosidickymi vazbami. Existuji urc¢ité diikazy, ze by mohl
stimulovat bifidobakterie, ale zatim toto tvrzeni nebylo potvrzeno. [50]

2.3.1.4 Jiné oligosacharidy

Ackoli sacharidy spliuji kritéria definice prebiotik, existuji nékteré slouceniny, které nejsou
klasifikovany jako sacharidy, ale doporucuje se, aby byly klasifikovany jako prebiotika, jako
jsou napftiklad flavanoly ziskané z kakaa. Experimenty in vivo a in vitro ukazuji, Zze flavanoly
mohou stimulovat bakterie mlééného kvaseni. [52]

2.4 Symbiotika
Symbiotika jsou slouceniny, které obsahuji jak probiotické bakterie tak probiotika. Je to sm¢s,
ve které prebiotika podporuji zivotaschopnost probiotik. Piiklad symbiotika je smeés
bifidobakterie a oligofruktoézy jako prebiotika. Nicméné prebiotikum musi byt pro danou smés
vybrano dle preferenci probiotika, protoze napiiklad u smési Lactobacillus casei
a oligofruktdzy se o symbiotikum nejedna. [53]

Pfi uZzivani symbiotik dochdzi k ovlivnéni absorpce hoic¢iku a fosforu ve stfevé kvuli
zvySenému vstiebavani vapniku. Mezi jiné pozitivni u€inky symbiotik patii zvySeny pocet
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bifidobakterii, snizeni krevniho cholesterolu, kontrola glykemie, podpora vstiebatelnosti stiev
a stimulace imunitniho systému. [54]

2.5 Onemocnéni

Stievo ukryva komplexni a dynamicky mikrobialni ekosystém, ktery ma nckolik hlavnich
funkci. Mezi tyto funkce patii naptiklad metabolickd aktivita, troficky efekt na stievni epitel
nebo interakce s imunitnim systémem hostitele. Mikroflora, ktera se ve stfeveé nachézi, také
pusobi jako bariéra, kterd brani kolonizaci oportunnich a patogennich mikroorganismti. [55]

patogeny \
produkce antimikrobiélrﬁch latek, - soutéz o Ziviny a receptory
kyseliny mlécne,
bakteriocin /
probiotika ? normalni mikrobiom

\

LPS peptidoglykan
N

podpora obrany hostitele

funkce stfev: traveni

Obrazek 2 — (upraveno [55]) Interakce zdravé mikroflory a probiotiky s hostitelem pii
metabolickych aktivitach. Tyto imunitni funkce zabrariuji kolonizaci patogennich mikroorganismii.

2.5.1 Prijmova onemocnéni

Priijmova onemocnéni jsou zpusobena infekéni gastroenteritidou. Obecnym piiznakem je
zména konzistence stolice a frekvence vyprazdiiovani. Nicméné je dokazano, ze uzivanim
urcitych druht probiotik se snizi vaZznost, intenzita a délka akutniho prijmového onemocnéni.
Nejucinnéjsi druhy probiotik pouzivané pravé pro 1écbu prijmovych onemocnéni jsou
Lactobacillus rhamnosus a Saccharomyces boulardii. [56]

2.5.2 Laktdézova intolerance

Studie ukazaly, Ze osoby se Spatnym travenim laktdzy 1épe travi a maji vyssi toleranci laktozy
obsazené v jogurtu nez laktozy obsazené v mléce. Byly prokazany 2 mechanismy, kdy traveni
laktozy ve stirevnim lumen laktdzou obsazenou v jogurtovych bakteriich a doslo k pomalejSimu
sttevnimu zpracovani a tim prodlouzené dob¢ prichodu jogurtu ve srovnani s mlékem. Tedy
jinymi slovy nahrazeni mléka jogurtem nebo jinymi fermentovanymi mléénymi vyrobky
umoznuje lepsi traveni, snizuje prijem a dalsi ptiznaky intolerance u jedinct s intoleranci na
laktézu. [57]
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2.5.3 Zanétlivé onemocnéni stirev

Mezi zanétlivé onemocnéni stiev patii Cronova choroba a ulcerdzni kolitida. Vyskyt zanétu
v ptipad¢ t€chto onemocnéni je nejveétsi v oblastech s nejvyssi koncentraci luminalnich bakterii.
Crohnova choroba je relativné€ vzacné onemocnéni. Je to zanét, ktery postihuje jakoukoliv ¢ast
travici trubice a napada celou tloustku stfevni stény. Nejcastéj$i misto tohoto typu zanétu je
tenké stievo. Pro 1éCbu této nemoci jsou vyuzivana probiotika Lactobacillus spp,
Bifidobacterium spp, Streptococcus salivarus spp, VSL#3 - kombinace 8 probiotickych druhti
probiotickych bakterii nebo kvasnice (napt. Saccharomyces boulardii) a E. Coli. [58]

2.5.4 Syndrom drazdivého tra¢niku
Syndrom drazdivého tra¢niku je nemoc postihujici tlusté stievo. Pfiznaky tohoto syndromu jsou
kfece, nadymani, plynatost, priijem, zacpa nebo oboji. Lécba tohoto syndromu je dlouhodoba.
Pozitivni G€inky pro 1écbu tohoto onemocnéni maji bakterialni kultury rodu Lactobacillus jako
jsou napiiklad Lactobacillus plantarum a Lactobacillus acidophilus. Uleva testovanych
pacientl prisla v podobé¢ ustoupeni bolesti v oblasti bficha a ulevé od prijmu ¢i zacpy. [59]
Podle provedeného vyzkumu v€asnym podanim VSL#3 se snizuje bolest Utrobnich organti
tim, Ze je podpoiena exprese cytokinu interleukinu 10. Ten ovliviiuje zménu u exprese
podmnozin gent, které se prave podili na pfenosu bolesti a zanétl. [59]

2.5.5 Rakovina tlustého stieva

Endogenni flora a imunitni systém hraji roli v modulaci karcinogeneze. Nékolik studii ukazalo,
ze nékterd probiotika mohou snizovat fekalni koncentraci enzymi, mutagenti a sekundarnich
zluCovych soli, které se mohou podilet na karcinogenezi tlustého stfeva. Nekteré studie také
naznacuji, ze konzumace fermentovanych mlécnych vyrobki mize mit urcity ochranny tcinek
proti adenomtim tlustého stteva nebo rakoving. [57]

2.5.6 DalSi onemocnéni traviciho traktu

Helicobacter pylori jsou pti¢inou naptiklad chronické gastritidy nebo rakoviny zaludku. Lécba
se skada ze ti'i krokti za pouZziti protonové pumpy spolu s clarithromycinem a amoxillinem nebo
metronidazolem. Klinické studie ukdzaly, Ze probiotika maji pfiznivy vliv na vyhubeni
Helicobacteru pylori. Ptestoze studie ukdzaly potlaceni ristu Helicobacteru pylori pomoci
probiotik, nachazeji se jisté rozdily v efektivité¢ mezi jednotlivymi kmeny. Probiotika pii této
1€¢bé nejsou jesté zcela doporucovana a dlouhodoby efekt pro travici systém jesté neni znam
a musi se podrobit jesté¢ dalSim studiim. [60]

2.6 Probiotické dopliky stravy
Vysledky rtiznych studii naznacuji, ze probioticka suplementace u zdravého dospélého ¢loveka
miZze vést k prechodnému zlepSeni koncentrace bakterii stfevni mikroflory specifickych
pro dany doplnék. Tyto studie také dokazuji podptlirnou roli probiotik pii zlepSovani reakci
imunitniho systému, konzistence stolice, pohybu stiev a koncentrace vaginalnich laktobacilti.
Konzumace probiotik mize u zdravych dospélych zlepSit imunitni systém, gastrointestinalni
systém a systém zenského reprodukcniho zdravi. [61]

Dopliiky stravy s probiotiky lze najit v mnoha formach od tobolek a praski az po tekuté
sirupy a roztoky. Kazdy doplnék obsahuje riizné rody a kmeny probiotickych bakterii, které
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svym zpusobem ovliviiuji travici trakt. Vybér vhodné kombinace probiotik a tedy i1 spravného
dopliikku zavisi od uzivatele. Ne vSechny probiotické kombinace mohou vyhovovat kazdému
jedinci. Pro presnéj$i urCeni vhodné kombinace probiotickych kmeni mohou slouzit
tzv. probiotika na miru. V tomto ptipad¢ je proveden rozbor stolice a z néj pak urena spravna
koncentrace a slozeni probiotického doplitku.

2.6.1 Bezpecnost

Rizné narody udrzuji riizné zasady bezpecnosti potravinovych dopliki a 1é¢iv. Evropsky urad
pro bezpe€nost potravin (EFSA) povazuje vSechny bézné druhy probiotik za bezpecné pro
béZnou populaci. Vzhledem k tomu, ze probiotika je skupina exogennich mikrobi, ocekavaji
se ruzné mechanismy interakci a zdravotni ucinky pro rtizné rody, druhy a kmeny u
jednotlivych hostiteld. Kromé toho mohou rozdilné formulace, davkovani a zpisoby podavani
probiotik vyrazn¢ ovlivnit vysledky u individudlnich konzumenti. [62]

Po poziti mohou radikalné¢ odlisna stievni mikrofléra a imunitni faktory vyvijet selekéni tlak
na probiotické kmeny, aby se vyvinuly potencidlni faktory virulence jako jsou adheziny,
biogenni aminy (histamin, putrescin, kadaverin, tyramin, tryptamin, fenylethylamin, spermin
a spermidin), nékteré toxiny (hemolyziny) a Skodlivé enzymy (glykosiddzy, proteazy,
mucindzy a zelatindzy). Bakterialni genomy snadno podléhaji pfeskupeni, aby se ptizptisobily
ménicimu se prostiedi. Tato genomickd zména muize vést ke vzniku novych kment, které jsou
odolné vuci Iékam. [62]

2.7 Metody identifikace DNA

2.7.1 Fenotypové metody

Fenotypizace je stile nejrozsifené¢jSi identifikacni metodou v laboratofich potravinarské
mikrobiologie. Metoda je zaloZena na morfologické a fyziologické charakterizaci, fermentaci
sacharid a analyze proteinovych profilti. Fyziologické testovani je obvykle doplnéno
komerénimi fermentaénimi metodami pro méfeni sacharidii. Piestoze tyto metody byly Siroce
pouzivany, studie ukazaly jejich omezeni. Patii mezi né naptiklad nizka reprodukovatelnost
nebo nizké taxonomické rozliSeni. V tomto piipadé je identifikace mozna pouze na trovni
bakterialniho rodu. [63]

2.7.2 Morfologické metody

a nejpouzivanéjsi typy barveni jsou Gramovo barveni, barveni endospor a barveni kapsli, které
se pouzivaji k rozliSeni probiotickych bakterii. Mikroskopickd pozorovani provadéna
za specifickych podminek béhem ristu pak hodnoti velikost, tvar a uspofadani bakterii.
Vysledkem postupu je identifikace bakterialniho rodu a Cistoty. [64]

2.7.3 Biochemické a fyziologické metody

Probiotika 1ze na zakladé vysledkt fermentace glukdzy rozdélit do dvou skupin. Prvni typ je
homofermentativni, tato skupina bakterii pfeménuje glukdzu na kyselinu mléénou. V dasledku
zpracovani glukézy heterofermentativnimi bakteriemi, tzn. H. Druhym typem je kyselina
mlécna, kyselina octova, ethanol a oxid uhli¢ity.
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Biochemicky test na trovni API 50 CH obsahujici 49 riznych testli na uhlohydraty
se pouzivad ke studiu fermentace uhlohydratl u probiotik. Tento test se bézné pouziva pro
identifikaci biotypu, taxonomii a dalsi studie souvisejici s identifikaci. Je zaloZzen na ockovani
a povazuje se za nejrychlejsi a nejuniverzalnéjsi detek¢ni techniku jak z hlediska manipulace,
tak interpretace vysledku. [64]

2.7.4 Molekularni metody

Molekuldrni metody jsou zaloZeny na objevu a vytvofeni specifickych primera cilenych na
16S-23S rRNA ribozomalni sekvenci. Tyto primery se pouZzivaji pro specifické urceni rodu
a kmene. Sekvenovani 16S rRNA je povaZzovano za nejlepsi standard pouzivany piedevsim pro
taxonomické informace vétSinou na trovni druhu. Molekuldrni metody jsou zvlasté vyhodné
nejen z hlediska rychlosti a dostupnosti identifikace, ale také z hlediska ekonomické
dostupnosti implementace. [65]

2.7.4.1 Izolace DNA pomoci fenol — chloroformové extrakce

Fenol-chloroformova extrakce je cenna technika izolace DNA Siroce pouzivand v riznych
védeckych oborech. Jednou z takovych oblasti je forenzni analyza a klinické diagnostické
aplikace. Pro tyto typy analyz se bézné¢ pouziva PCR amplifikace a fragmentova analyza
polymorfnich mikrosatelitnich markerti. Pro metodu extrakce fenol-chloroform je ¢istota DNA
stanovena méfenim optické hustoty a pomér OD 260/280 1,8 az 2,0 ukazuje na dostateCnou
Cistotu. Vhodnost izolované DNA pro nasledné aplikace l1ze urc¢it pomoci PCR amplifikace
fragmenti DNA rtznych velikosti. PCR reakce a vysledky mohou byt analyzovany na délku
fragmentu pomoci kapilarni elektroforézy. Celkovée je extrakce fenol-chloroformem spolehliva
a uc¢inna technika izolace DNA pro nasledné aplikace, jako je amplifikace PCR a analyza
fragmentd. [66]

2.7.4.2 Izolace DNA pomoci magnetickych nosici

Tradi¢ni metody extrakce DNA, jako je extrakce fenolem/chloroformem, jsou ¢asové narocné
a pracné, zejména pii analyze vice vzorkli. Optimalizace izolace DNA pomoci technik
zalozenych na magnetickych nosicich vSak mtize vést k efektivnéjsi a rychlejsi extrakci DNA.
Magnetické ¢astice se bézn€ pouzivaji pii extrakei nukleovych kyselin v pevné fazi (SPE).
Zahrnuje Ctyfi hlavni kroky: bunécénou lyzu, adsorpci nukleovych kyselin na adsorbent,
odstranéni nenavazanych molekul promytim a eluci nukleovych kyselin. Magnetické Castice
modifikované oligonukleotidovymi sondami nebo multivalentni magnetické Castice
modifikované povrchovymi povlaky mohou interagovat s DNA pro sekven¢né specifické
separacni aplikace. K usnadnéni interakce DNA s magnetickymi ¢asticemi Ize také indukovat
kladn¢ nabité casti. Amino-modifikovany povrch poskytuje kladny naboj a usnadiiuje
elektrostatické interakce s DNA za kyselych podminek. Hustota aminoskupin ma pozitivni vliv
na schopnost adsorbovat DNA a magnetické castice s drsnym povrchem nebo aminem
funkcionalizované mezoporézni magnetické castice oxidu kiemicitého mohou zvysit hustotu
aminoskupin. Nukleova kyselina SPE vyuziva magneticky prasek, ktery je rychly a uc¢inny bez
centrifugace. [67]
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2.7.4.3 Izolace DNA pomoci komercénich kitii

Izolace DNA je kritickym krokem v molekularnim klonovani, biomedicinském vyzkumu
a vysoce vykonném sekvenovani. Komercni soupravy pro izolaci DNA ziskéavaji na popularité
diky snadnému pouziti, spolehlivosti a vysokym vytézkim DNA. Jednou takovou komeréné
dostupnou soupravou je souprava QIAamp DNA FFPE Tissue Kit. Proces zahrnuje rozruseni
bakterii, odstranéni membranovych lipid, proteini a genomové DNA, cisténi DNA
z objemovych lyzati a koncentraci DNA pro nasledné aplikace. Pro molekularni testovani je
velmi dulezité vybrat spravnou soupravu pro extrakci DNA. Studie ukazaly, Ze komer¢ni kit je
schopen PCR-amplifikovat 152 bp fragment genu B-globinu ve vSech vzorcich s pozitivnimi
vysledky. Pro extrakci DNA ze vzorkd FFPE se doporucuji komeréni sady oxidu kiemicitého,
zatimco magnetické casticové materidly, jako jsou magnetické kulicky, jsou vhodnéjsi
pro separace DNA na pevné fazi kvili jejich vétsi vazebné kapacité. [68, 69, 70]

2.7.4.4 Kvantifikace DNA pomoci spektrofotometrie Nanodrop

Nanodropova spektrofotometrie je Siroce pouzivana metoda pro kvantifikaci DNA diky své
pfesnosti a snadnému pouziti. Pro optimalizaci kvantifikace DNA pomoci spektrofotometrie
Nanodrop je tieba vzit v ivahu riizné faktory. Spektrofotometr NanoDrop 2000 je spolehlivym
nastrojem pro kvantifikaci DNA. Sada PicoGreen Fluorescent Kit se pouziva k optimalizaci
kvantifikace DNA pomoci spektrofotometrie Nanodrop. Fluorescencni vzorky by mély byt
uchovavany v jantarovych nebo hlinikovych zkumavkach kvuli jejich citlivosti na svétlo.
Absorban¢ni poméry A280/A260 a A260/A230 se pouzivaji ke stanoveni ¢istoty DNA. Limit
kvantifikace pro test Nanodrop byl definovan jako 6-tindsobek standardni odchylky 10 skute¢né
negativnich replikati. U vzork® s méfenim pod 17,5 ng/ul je reprodukovatelnost pomérovych
hodnot snizena a extrakéni metoda vyuzivajici krok srazeni v rdmci €isténi méla nejvyssi pomeér
extraktl s pomérem Cistoty v piijatelném rozsahu 1,8 az 2.0 A260/A280. Souprava
s magnetickymi kulickami poskytla nejvyssi koncentraci DNA ze tfi komercnich metod,
zatimco pii srovnani metody s metodou varné lyzy byl vytézek pouze 1,3krat vySsi nez
souprava s magnetickymi kuli¢kami. Proto musi byt tyto a dalsi faktory peclivé zvézeny pro
optimalizaci kvantifikace DNA pomoci spektrofotometrie Nanodrop. [71, 72, 73]

2.7.4.5 Kvantifikace koncentrace DNA pomoci florescencnich technik

Kvantifikace koncentrace DNA je dulezita v mnoha biologickych a 1ékatskych aplikacich. Bylo
vyvinuto nékolik metod pro stanoveni koncentrace DNA, v¢etné ultrafialové (UV) absorbance,
fluorescencniho barveni a difenylaminové reakce. Srovnavaci studie téchto metod ukazuje,
7e kazda metoda ma své vyhody a nevyhody. Bylo zjisténo, Ze nejpresnéjsi je metoda
difenylaminové reakce s primérnou chybou asi 10 % mezi naméfenymi a skuteCnymi
hodnotami, i1 kdyZ byla DNA smichana s kontaminanty. UV absorbance je citlivd na rtizné
necistoty, a proto je méné spolehliva pii méfeni koncentrace DNA. Bylo zjisténo, Ze metoda
barviva PicoGreen funguje nejlépe s degradovanymi vzorky DNA nebo DNA extrahovanou ze
zpracovanych produkti, ale je citlivd na tRNA a proteiny, coz v nékterych pripadech snizuje
presnost. Studie také zjistila, Ze pfesnost méteni koncentrace pomoci téchto metod byla
ovlivnéna stupném fragmentace DNA. Intenzivngj$i fragmentace DNA vede k niz§im
koncentracim méfenym pomoci fluorescencnich metod, ale spektrofotometrickda méteni
koncentrace DNA nejsou ovlivnéna trovnémi fragmentace. Studie porovnavala rizné metody
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kvantifikace koncentrace DNA pomoci technik zalozenych na fluorescenci, véetné testi
s barvivem PicoGreen, méfeni absorbance pii 260 nm a qPCR pomoci testli na bazi Alu.
Fragmentace DNA muze vyznamné ovlivnit pfesnost kvantifikace DNA, proto by pfi

kvantifikaci fragmentované DNA mély byt pro co nejspolehlivejsi vysledky pouzity podobné
fragmentované standardy. [74, 75]

2.7.4.6 Polymerazova ietézova reakce

PCR neboli polymerazova tetézova reakce je metoda pro amplifikaci malych mnozstvi DNA
do vice kopii. Tento Siroce pouzivany a jednoduchy test zptisobil revoluci v mnoha oblastech
vyzkumu molekularni biologie. Proces zahrnuje optimalizaci a praktické aspekty a vyzaduje
pritomnost templatové DNA, primerti, nukleotidi a DNA polymerazy. Zavedeni reakce jsou
kratké fragmenty DNA s definovanou sekvenci, které je komplementarni k cilové DNA, ktera
ma byt detekovana a amplifikovana. Urcuji presny produkt DNA, ktery ma byt amplifikovan
a slouzi jako pokraCovaci bod pro konstrukci DNA polymerazy. DNA polymerdza spojuje
jednotlivé nukleotidy dohromady a vytvaii PCR produkt pomoci nukleotidi DNA adeninu,
thyminu, cytosinu a guaninu (A, T, C, G). K ziskéani dostate¢nych kopii pro analyzu je pro PCR
zapottebi pouze malé mnozstvi DNA. Produkty amplifikované DNA lze vizualizovat na
agar6zovém gelu pomoci barveni ethidium bromidem. PCR mize kvantitativné indikovat
mnozstvi specifické sekvence DNA, coZ z ni ¢ini velmi citlivou techniku pouZivanou k detekci
pritomnosti nebo nepfitomnosti znamého patogenu nebo genu. PCR vSak muze poskytnout
zavadéjici vysledky, pokud je vzorek kontaminovan, byt malym mnozstvim cizorodé DNA
a primery, pouzit¢ v PCR, se mohou nespecificky vazat na podobné sekvence, které nejsou
zcela identické s cilovou DNA. Pies tato omezeni je PCR velmi citlivda metoda, kterd poskytuje
rychlé vysledky a je zdkladem mnoha laboratornich protokolt molekularni biologie. Oteviel
noveé cesty vyzkumu a je zdkladnim kamenem projektu Human Genome Project. [76, 77, 78]
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Obrazek 3 — (upraveno [79]) Mechanismus polymerazové retézové reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je Siroce pouzivana diagnostickd metoda, ktera
DNA polymeréaza a primery. Taq polymeraza je termostabilni enzym pouzivany k amplifikaci
sekvenci DNA v PCR. Primery, coz jsou syntetické oligonukleotidové sekvence, definuji
sekvencni hranice cilové DNA a jsou nezbytné pro ucinnou amplifikaci cilové DNA. lonty
hot¢iku jsou také vyzadovany jako kofaktory pro aktivitu Taq polymerdzy. Kromé toho
vyzaduje PCR pro uspeésné provedeni specifickou sekvenci DNA, dNTP (stavebni bloky DNA)
a specifické komponenty. Zakladnimi sloZzkami poZadovanymi v PCR jsou primery, Taq
polymeraza, dNTP, pufr, templatova DNA a termalni cykler. PCR ve své nejjednodussi forme
vyzaduje templat DNA, par primert, nukleotidy a enzym DNA polymerazu. PCR je Siroce
pouzivana diagnostickd metoda v laboratorni diagnostice onemocnéni, protoZe je snadno
pouzitelnd a mize kvantitativné ukazat specifickou sekvenci DNA. [80, 8, 82]

Ve vyzkumu a diagnostice se pouziva né€kolik metod PCR. Jednou takovou technikou je
Nested PCR, kterd zahrnuje dvé sekvencni amplifikacni reakce. V prvni amplifikaéni reakci
se ziska produkt, ktery se pouzije jako templat ve druhé PCR reakci. Nested PCR je u¢inna
metoda pro amplifikaci dlouhych templatovych segmentl, ale vyzaduje znalost cilové
sekvence. Dal§im typem PCR techniky je Real-Time PCR, ktera je povazovana za rychlou
a presnou platformu, ktera maze poskytnout jak kvalitativni, tak kvantitativni vysledky. Jde
o nov¢ vznikajici technologickou inovaci a hraje stale vétsi roli v klinickych diagnostickych
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a vyzkumnych laboratotich. PCR se také pouziva pro rychlou detekci patogend, véetné obtizné
kultivovatelnych patogent. [83, 84, 85]

2.7.4.7 Real — Time PCR

Polymerazova tetézova reakce v redlném case (qQPCR) se stala Siroce pouzivanou metodou
v molekularné biologickém vyzkumu a klinické laboratorni diagnostice diky své citlivé
a specifické detekci nukleovych kyselin. Real-time PCR nahradila tradi¢ni PCR diky svym
mnoha vyhodam, jako je snadnost a rychlost analyzy velkych sad vzorkd, vysoka citlivost,
vynikajici specifita a pfesnost pii detekcei cilti s malym poctem kopit, jako jsou mikroorganismy,
vysoka genotypizace gent, replikacni cile a zmény v genové expresi mezi pacienty a kontrolami
nebo skupinami pacientii. PCR v redlném case se skladd z termostabilni DNA polymerazy,
oligonukleotidovych primerd, fluoroforG konjugovanych s dsDNA nebo fluorescencné
znacenych oligonukleotidovych sond, nukleotidii, MgCl12, KCl a Tris-HCI. Real-time PCR
umoznuje klonovat a manipulovat geny pro biomedicinsky vyzkum. PCR v redlném Case ma
Siroky dynamicky rozsah pro detekci a kvantifikaci a logaritmicky cil mé linearni vztah
s periodou prahu detekce. Je povazovan za standard pro detekci a kvantifikaci nukleovych
kyselin. Pouziti technologie PCR v realném c¢ase umoznilo lépe porozumét chorobnym
procesim a je nyni zdkladem diagnostiky a zadkladniho védeckého vyzkumu. Aplikace
technologie fluorescen¢ni kvantitativni PCR v redlném ¢ase podpofila diagnostiku genetickych,
infekénich onemocnéni a nadorovych onemocnéni. Ocekava se, ze v pristim desetileti se
fluorescencni kvantitativni PCR v redlném case stane hlavni metodou genetické diagnostiky.
Metoda PCR je Siroce pouzivana v klinické laboratorni diagnostice pro svou senzitivitu
a specificitu pro detekci nukleovych kyselin. Amplifikované nukleové kyseliny byly pouzity
pro genetickou typizaci mikrobidlnich a sav¢ich genetickych polymorfismi, jako jsou
polymorfismy histokompatibilniho antigenu v transplantacni medicin€. Technologie PCR
v realném case zlepSuje PCR tim, Ze eliminuje potitebu analyzy produktu po PCR, ¢imZ je
proces efektivnéjsi a presnéjsi. [86, 87]
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Obrazek 2 — (upraveno [88]) Mechanismus amplifikace a detekce produktit pomoci markeru SYBR-
green a Taqmanovy sondy

Pomoci PCR v realném case se data shromazd’uji béhem reakéniho procesu. Toho je
dosazeno kombinaci ovéfeni a detekce v jednom kroku. Detekce téchto dvou proménnych
vyzaduje pouziti riznych fluorescencnich chemikalii, které koreluji koncentraci produktu PCR
s intenzitou fluorescence. [89]

Obecny divod pro meéteni genové exprese pomoci PCR v redlném case je zalozen
na fluorescencni detekci. V prvnim kroku se vzorky umisti do spravnych jamek, néasleduje
tepelna cyklizace podobna klasické PCR. Pti PCR v realném case je vSak zafizeni vystaveno
zdrojim, jako je wolfram nebo halogeny, které zptsobuji fluorescenci marker ptidanych
d vzorku. Nejcastéji pouzivané znacky v real-time PCR jsou ethidium bromid, YO-PRO-1,
SYBR Green a Tagman sondy. Signal je pak zesilen podle poctu kopii DNA ve vzorku.
Detektor zachyti vysilany signal, prevede jej na digitalni signal a odesle jej do pocitace. Signal
1ze detekovat poté, co dosdhne své prahové Grovné, nejnizsi urovné detekce detektoru. [89, 90]

Mnozstvi templatu lze urcit pomoci PCR v redlném case dvéma zpiisoby — relativni
kvantifikaci nebo absolutni kvantifikaci. Relativni kvantifikace umoziiuje popsat zménu
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v abundanci cilové sekvence ve srovnani s matrici na stejné Urovni. Ackoli absolutni
kvantifikace 18 ukazuje presné mnozstvi cilové nukleové kyseliny pritomné ve vzorku. Obecné
plati, Ze relativni kvantifikace poskytuje dostatek informaci a tato kvantifikace se snaze dale
rozviji. [90]

2.7.5 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je technika pro separaci a monitorovani proteini béhem purifikace,
hodnoceni homogenity purifikovanych frakci a jejich identifikaci. Elektroforéza
na polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfitem sodnym (SDS-PAGE) je b&zn€ pouzivana
metoda separace proteini s vysokym rozliSenim, kterd dokaze oddé€lit tisice polypeptidl
vjednom gelu. Bézné se pouziva ke stanoveni molekulové hmotnosti proteinovych
podjednotek a slozeni podjednotek purifikovanych proteint. Gelova elektroforéza se Casto
pouziva v kombinaci s blotovanim k poskytnuti vykonnych prostfedki pro analyzu proteind,
zatimco diskova elektroforéza je metoda pouZzivana pro separaci proteinii v mikrogramovych
mnozstvich proteinu. Zpocatku kondenzuje proteinové vzorky do extrémné ostré vrstvy
a poskytuje ostré rozliSeni jednotlivych hranic. Barveni médi je neddvny vyvoj v gelové
elektroforéze, ktery umoznuje rychlé a citlivé barveni. PFGE hraje klicovou roli v moderni
genomice tim, ze oddéluje fragmenty DNA od 10 kb do 10 Mb pomoci pulznich elektrickych
poli ve dvou smérech. Je povaZzovan za standard pro charakterizaci patogennich organismil
s vysokou rozliSovaci schopnosti. Pouziva se pti dohledu nad vefejnym zdravim, klasifikaci
bakterialnich subtypt a charakterizaci druhti ohniska. Dvourozmérna proteinova elektroforéza,
dalsi typ gelové elektroforézy pouzivany v proteomice, zahrnuje dva kroky: izoelektrickou
fokusaci v prvnim rozméru a SDS-PAGE ve druhém. Jeho vyhodou je schopnost separovat
intaktni proteiny a jeho snadna integrace s Western blottingem. Gelova elektroforéza je
jednoduché a levna technika, diky ¢emuZz je vhodnou volbou pro bakteridlni typizaci. [91, 92,
93]

K dispozici jsou rizné typy technik gelové elektroforézy a kazda technika mé své vyhody a
nevyhody. Typy geld 1ze modifikovat tak, aby splitovaly specifické cile provadéné analyzy [6].
Clanek zmifiuje, Ze v elektroforéze existuji rtizné typy gelil, ale nespecifikuje typ gelové
elektroforézy. Gelovou elektroforézu lze pfizpasobit riznym typtim elektroforetickych
separacnich technik véetné vertikalnich a horizontalnich systémii. Pro provoz téchto systémii
jsou k dispozici rizné typy elektroforetickych zatizeni. Typ gelu, koncentraci gelu a sloZeni l1ze
ménit, aby se zlepSila gelova elektroforéza, coz umoziuje vétsi flexibilitu a ptizptisobeni podle
konkrétni provadéné analyzy. Dvé nejcastéji pouzivané techniky gelové elektroforézy jsou
deskova elektroforéza a kapilarni elektroforéza. Deskova elektroforéza je Siroce pouzivana
technika, kterd zahrnuje pouziti ploché gelové matrice, zatimco kapilarni elektroforéza je
nov¢jsi technika, kterd vyuziva zké kapilary k separaci molekul na zékladé velikosti a naboje.
Obecné bude typ pouzité techniky gelové elektroforézy zaviset na konkrétnich cilech provadeéné
analyzy a povaze separovanych molekul. [94, 95]

Gelova elektroforéza se stala dilezitou technikou v molekularni biologii, genetice
a biochemii, protoze dokédze separovat a analyzovat biomolekuly na zéklad¢ jejich velikosti,
naboje a tvaru. Tento vykonny nastroj ma Sirokou $kalu aplikaci, véetné genetického mapovani,
genetické diagnostiky a charakterizace proteinii. Kromé toho byla gelova elektroforéza pouzita
ke studiu riznych biomolekul, jako je DNA, RNA a proteiny. V dé&jindch molekularni biologie
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nelze nezminit gelovou elektroforézu, ktera sehrala dilezitou roli v rozvoji poznani biomolekul
pomoci izolace a vizualizace jednotlivych molekularnich struktur. Gelovéa elektroforéza také
prosla dalSimi vylepSenimi, coz vedlo k vyvoji novych technik, jako je gradientni gelova
elektroforéza s pulznim polem (PFGE), ktera dokaze odd¢lit neporuSenou chromozomalni
DNA za vzniku molekularnich karyotypt, které zna¢né usnadiuji ptifazeni genii. Technologie
PFGE miize byt pouzita pro izolaci mikrobidlnich chromozomu a vzdalené mapovani savcich
genu. Navic lze gelovou elektroforézu pouzit ke stanoveni velikosti a vzoru fragmenti DNA
z ruznych zdroju, identifikaci pfitomnosti nebo nepiitomnosti barveni ve fragmentech DNA
z riiznych zdrojl a vizualizaci fragmentl DNA. [96, 97, 98]

2.7.5.1 Agarosova gelova elektroforéza

K separaci fragmenti DNA podle molekulové hmotnosti se pouziva elektroforéza
na agardzovém gelu. Mensi kusy se pohybuji rychleji, zatimco vétsi kusy se pohybuji pomaleji.
Vzdaélenost, o kterou se dany fragment pohne, je nepfimo umeérna logaritmu jeho molekulové
hmotnosti. Velikosti fragmentii se urcuji kalibraci gelu se standardy znamé velikosti a poté
porovndnim vzdélenosti uraZzené nezndmym vzorkem. Zpusob pak vyzaduje pouZiti ¢inidel,
jako je agaro6za, ethidium bromid a gelovy puftr. [99]

Agaroéza je linearni polymer ziskany extrakcei fas. Po zahtati a nasledném ochlazeni v pufru
vyuziva vodikové vazby k vytvofeni gelové struktury. Kvili Spatné mechanické pevnosti byly
agarozove gely nality do prihlednych plastovych nadob. Poté se provadi elektroforéza s gelem
tésn¢ pod povrchem pufru a gelem prochézi elektricky proud. Tenka vrstva pufru zabranuje
vysychani gelu a ¢aste¢né gel ochlazuje. [100]

zéporna elektroda
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Obrazek 3 — (upraveno [101]) Princip agarosové gelové elektroforézy

2.7.6 VysokorozliSovaci analyza k¥ivek tani

Analyza kiivky tani DNA s vysokym rozliSenim je vSestranna technika, kterd umoziuje
vyzkumnikim studovat rizné aspekty DNA, véetné skenovani mutaci a genotypovani bez sond.
Barviva vazajici DNA, jako jsou barviva pouZivana pii taveni s vysokym rozliSenim, poskytuji
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vyzkumniklim velké mnozstvi strukturnich dat o biomolekuldch obecné, zejména o DNA.
Taveni s vysokym rozliSenim lze pouzit ke studiu motorickych proteini pohybujicich se podél
DNA, poskytujici hladké kiivky pro danou sekvenci DNA, které 1ze pouzit k ziskani dalSiho
nahledu na umisténi a strukturu DNA. Kromé toho 1ze taveni s vysokym rozliSenim pouzit
pro analyzu interakci protein-DNA v celém genomu pomoci pocitacovych algoritmt, které
poskytuji obrazy jaderné topologie s vysokym rozliSenim. Taveni s vysokym rozliSenim také
usnadiiuje kvantifikaci standardni kiivky DNA a analyzu mikrosatelitl pomoci kapilarni
elektroforézy a taveni s vysokym rozliSenim. Flexibilita této techniky umoziiuje manipulaci
s DNA na trovni celych chromozomi nebo dokonce celych genomti pro strukturalni a funkéni
analyzu v riznych aplikacich. Celkové je analyza kiivky tani DNA s vysokym rozliSenim
vykonna technika, kterd mize vyzkumnikim poskytnout velké mnozstvi informaci o struktufe,
funkeci a interakcich DNA.

[102, 103]

Analyza kiivky tdni DNA s vysokym rozliSenim je technika pouzivana k identifikaci
a diferenciaci bakterialnich druhii na zaklad¢ jejich sekvence DNA. Proces zahrnuje zahfivani
dvouretézcové DNA, aby se roztavila na jednotetézcovou DNA, pak postupné ochlazovani za
soucasného sledovani fluorescence vzorku a nasledné vykresleni fluorescence proti teploté,
aby se vytvorila kfivka tani specificka pro sekvenci DNA. Rozdily v sekvenci DNA riznych
bakterialnich druhti vedou k rtiznym kiivkédm tani, coz z této metody Cini rychly a nakladové
efektivni zpasob identifikace bakteridlnich druht na zéklad¢ jejich sekvence DNA. Analyza
HRM je rychlejsi, presnéjsi a i¢inngjsi nez elektroforeticka analyza. Pro detekci polymorfismi
SSR kukufice byl vyvinut HRM systém, ktery lze pouzit k nahrazeni elektroforézy
po amplifikaci SSR PCR. Analyza HRM, schopna rozlisit nové genetické varianty v produktech
PCR, je slibnou metodou pro rychly screening BRCA1/2 $panélskych mutaci.

HRM se také pouziva jako pre-screeningova metoda pro skenovani gent, ktera dokaze
detekovat heterozygotni mutace zménami tvaru kfivky tani nebo monitorovanim dHPLC,
ale nemtze detekovat homozygotni mutace pouze podle tvaru kiivky. HRMA ma velky
potencial pro rychlé skenovani mutaci in vitro, snadnou detekci heterozygotti a delece 1 nebo 2
part bazi ve vSech tfidach jednonukleotidovych polymorfismti (SNP). [104, 105, 106]

Analyza kiivky tani s vysokym rozliSenim (HRMA) ma mnoho aplikaci v analyze DNA.
Jednou z takovych aplikaci je jeji pouZiti k rozliSeni sekvencnich rozdilt v amplikonech PCR
bez potieby experimentil s ndstiikem DNA nebo heteroduplexi. HRMA je také vhodna
pro genotypizaci s vysokym rozliSenim pomoci analyzy tdni amplikonu a detekci polymorfismii
sekvence DNA na zakladé rozdilli teplot tani. Tradi¢ni analyza kiivky tani m& omezenou
schopnost rozliSovat sekvence, protoze se spoléhd na fluorescencné znacené sondy. Naproti
tomu HRMA dokéze rozlisit sekvence i bez zna¢enych sond. Kromé toho byl HRMA pouzit
pro diferenciaci produktii analyzou kiivky tani DNA a prokdzal vysokou Uc¢innost pfi detekci
SSR, coz z n¢j Cini slibnou technologii pro zobecnéni a aplikaci. Kromé toho se k detekci
nizkotroviiové metylované DNA s vysokou citlivosti pouzivd analyza kifivky tdni DNA
s vysokym rozliSenim na metylaci. Navzdory rGznym aplikacim HRMA je pro zajisténi
piesnych a spolehlivych vysledkt dilezité pouzivat fadu standardii se znamymi teplotami tani.
[107, 108]
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3 CIL PRACE

Cilem diplomové prace byla izolace DNA bakterii rodu Lactobacillus, Bifidobacterium
a Streptococcus a druh@ Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis a Streptococcus thermophilus z doplitkku stravy ve formeé
sirupu a prokazat jejich ptitomnost deklarované vyrobcem. DNA téchto bakterii byla izolovana
pomoci dvou metod, a to metodou fenol — chloroformové extrakce a pomoci OMNI Bacterial
DNA komer¢niho kitu. U izolované DNA byly stanoveny kvalitativni 1 kvantitativni parametry
za pouziti ptistroje NanoDrop 2000. Z téchto dvou metod byl vybran nejc¢istsi vzorek, ktery byl
nasledné pouzit pro kvantifikaci a PCR-HRM analyzu na urovni rodu a druhu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity vzorek dopliiku stravy
Harmonelo Probio

SloZeni:

Rozpustnd  vldknina  z kofene Cekanky obecné (Cichorium intybus)na bazi
fruktooligosacharidd, kyselina citronova (regulator kyselosti), inulin, tyndalizovana probiotika
— 12 kmenti (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium
infantis, Streptococcus thermophilus ), sorban draselny a benzoan sodny (konzervanty), aroma
lesni plody, steviol-glykosid, xantanova guma.

4.2 Chemikalie a roztoky

4.2.1 Chemikalie

e Tris-baze (Serva, Heidelberg, SNR)

e Tris-HCI (Serva, Heidelberg, SNR)

e Hydroxid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

e EDTA (Serva, Heidelberg, SNR)

e Lysozym (Serva, Heidelberg, SNR)

e Proteindza K (100 pg/ml vody) (Sigma, St. Louis, USA)

e SDS (Sigma, St. Louis, USA)

e Fenol (Lachema, Brno,CR)

e CIZ (chloroform:izoamylalkohol; 24:1) (Lachema, Brno,CR)

e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

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

e Lactobacillus MRS broth (Himedia®, India)

e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

e DLB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

e BB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

e CBH pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

e DW pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

e EB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

e Proteaza (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

e PCR komponenty

e PCR 2x SYTO-9 Master-mix (Top-Bio, Praha, CR)

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

e Primery specifické pro doménu Bacteria (10 pmol/pl) (Generi Biotech, Hradec Kralové,
CR)
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e Primery specifické pro rod Lactobacillus (10 pmol/ul) (Generi Biotech, HradecKralové,
CR)

e Primery specifické pro doménu Streptococcus (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Lactobacillus plantarum (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Lactobacillus reuteri (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Lactobacillus acidophilus (10 pmol/ul) (Generi Biotech,
Hradec Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Lacticaseibacillus casei (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Bifidobacterium animalis (10 pmol/ul) (Generi Biotech,
Hradec Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Bifidobacterium infantis (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Bifidobacterium longum (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Bifidobacterium lactis (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Bifidobacterium breve (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Bifidobacterium bifidum (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec
Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Streptococcus thermophilus (10 pmol/ul) (Generi Biotech,
Hradec Kralové, CR)

4.2.2 Roztoky

1 M Tris -HC1

121,1 g Tris-HCI bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. pH bylo upraveno na 7,8. Roztok
byl doplnén na objem 1000 ml a sterilizovan po dobu 20 minut. pfi teploté 121 °C.

0,5M EDTA
186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. pH bylo upraveno na 8,0. Roztok
byl dopInén na objem 1000 ml a sterilizovan po dobu 20 minut. pfi teploté 121 °C.

20 % SDS

20g pevného SDS bylo za stalého michani rozpusténo v 80 ml destilované vody a roztok byl
zahtat na teplotu 68 °C. hodnota pH byla upravena na 7,0 koncentrovanou HCI a objem doplnén
na 100 ml destilovanou vodou.
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Lyzaéni roztok A
Bylo smichéno 0,5 ml 1 M EDTA (pH 8,0) a 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) a objem doplnén na 100
ml destilovanou vodou.

Lyzaéni roztok B
Bylo smichano 0,5 ml 1 M EDTA (pH 8,0), 10 mM Tris-HCI1 (pH 7,8) a lysozymu tak,
aby vysledna koncentrace lysozymu v roztoku byla 3 mg/ml.

Octan sodny (3 M)

40,81 g trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody a hodnota pH byla
upravena na 5,2. Roztok byl nasledn¢ doplnén na objem 100 ml a sterilovany 20 min.
pti 121 °C.

TE pufr
Bylo smichano 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a I ml 1M Tris-HCI (pH 7,8) a objem doplnén
na 100 ml destilovanou vodou.

0,5x ziedény TBE pufr

V objemu 600 ml destilované vody bylo rozpusténo 54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité.
Nasledné bylo ptidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok doplnén na objem 1 000 ml.
Pted pouzitim byl roztok 10x ziedén.

4.3 Pristroje

e Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

e Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

e Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Centrifuga miniSpin plus 14 500 min™' (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Omni DNA Mini kolony (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
e Sbérné zkumavky (2 ml) (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

e Termo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, Latvia)

e Nanodrop 2000c UV-VIS spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

e DNA/RNA UV-Dekontaminaéni box (UVC/T-AR)

e Laboratorni sklo a pomiicky.

e Rotorgene 6000

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

e Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA)

e Mikropipety Finnpipette F2 rtiznych objemt (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

4.4 Pouzité mikroorganismy pro pozitivni kontrolu
DNA pozitivnich kontrol, které byly dodany ve formé lyofilizatu z Masarykovy Univerzity,
byla izolovana pomoci kitu OMNI INTERNATIONAL.

Bifidobacterium animalis CCDM 49887
Bifidobacterium breve CCDM 78257
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Lacticaseibacillus casei CCDM 70887
Lactocaseibacillus rhamnosus CCDM 118
Lactiplantibacillus plantarum CCDM 183

Limosilactobacillus reuteri CCDM 777
Bifidobacterium bifidum CCDM 309
Bifidobacterium animalis CCDM 107
Bifidobacterium longum CCDM 219
Bifidobacterium longum CCDM 232
Streptococcus thermophilus CCDM 1008
Lactobacillus acidophilus CCDM 48337

4.5 Metody

4.5.1 Lyze bakterialnich bunék

1,0 ml vzorku dopliku stravy bylo napipetovano do 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky
a zcentrifugovan (5 min., 14 500 ot-min—1).

Poté¢ byl slit supernatant a pfidan 1 ml lyzaniho roztoku A, promichdno a opét
zcentrifugovano (5 min., 14 500 ot-min—1).

Opét byl slit supernatant a pridan roztok B, smés byla vortexovana a inkubovana pii teploté
mistnosti po dobu 30 minut.

Poté bylo do smési napipetovano 25 pl 20% SDS a 5 ul proteinazy K ((0,1 mg-ml-1).
Vzorky byly inkubovany 60 minut pti 55 °C.

4.5.2 Fenolova extrakce bakterialni DNA

Do vsech zkumavek s hrubym lyzatem bunék bylo napipetovano 700 pl fenolu.

Sm¢és byla kyvavym pohybem promichdna po dobu 4 minut.

Nasledné byla smés zcentrifugovana (5 min., 14 500 ot-min—1).

Byla odebrana vodni faze do ¢isté 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky.

Ke vS§em vzorkiim bylo ptidano 700 ul CIZ (chloroform:isoamylalkohol, 24:1).

Smés byla opét kyvavym pohybem promichana po dobu 4 minut.

Vzorky byly zcentrifugovany (5 min., 14 500 ot-min—1).

Vytvotena vodni faze byla odebrana do ¢isté Eppendorfovy zkumavky (1,5 ml) a doplnéna
TE pufrem na 400 pl.

4.5.3 Izolace bakterialni DNA pomoci Omni Bacterial DNA Purification kitu (Omni

International)
Do Eppendorfovy zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml vzorku krému a 1 ml lyzaéniho
roztoku B.
Vzorky byly inkubovany 37 °C/ 10 min.
Nésledné bylo pfidano 25 pl roztoku protazy a 100 pul DLB pufru.
Zkumavka byla uzaviena, promichdna a inkubovédna na termobloku pfi teploté 55 °C
po dobu 60 min.
Vzorky byly zcentrifugovany (2 min. 10 000 ot'min!).
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e Byl odpipetovan supernatant do nové sterilni 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky tak, aby se
nenarusil pelet.

e Byl pfidano 220 ul BB pufru, promichéno a inkubovano piti 65 °C/ 10 min.

e Ke vzorkiim bylo pfidano 220 ul EtOH a dtikladné byly promichéany.

e Omni DNA Mini kolonka byla vloZzena do 2 ml sbérné zkumavky a vzorky byly
piepipetovany na kolonku vcetn¢ srazenin.

e Kolonky byly centrifugovany (1 min. 10 000 ot-min~").

e Byl odstranén supernatant a bylo napipetovano na kolonku 500 ul CBH pufru.

e Vzorky byly centrifugovany (1 min. 10 000 ot-min™!).

e Byl odstranén supernatant a napipetovano na kolonku 700 ul DW pufru.

e Vzorky byly centrifugovany (1 min. 10 000 ot-min!).

e Byl odstranén supernatant a kolonky byly opét zcentrifugovany (2 min. 10 000 ot'min~").

e Kolonka byla vlozena do nové sterilni Eppendorfovy zkumavky a na ni bylo napipetovano
100 ul EB pufru pfedehiatého na 65 °C.

e Vzorky byly inkubovany po dobu 10 min. pfi laboratorni teploté a nasledné zcentrifugovany
(1 min. 10 000 ot'min!).

4.5.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

e Za pouZiti pfistroje NanoDrop 2000 byla proméfena absorbance izolované DNA proti TE
pufru. Objem vzorku byl nanasen o objemu 2 pl.

e Absorbance byla prométena pro vinové délky 230 a 260 nm (minimalni a maximalni
absorbance nukleovych kyselin) a 280 nm (maximéalni absorbance proteint).

e Z hodnoty absorbance pfi 260 nm byla stanovena koncentrace ve vzorku.

e 7 pomeéru absorbanci Axe0/A2s0 byla vypoctena Cistota vzorku, kterd by neméla prekrodit
rozmezi 1,8-2.

e 7 NanoDrop 2000 byla také odectena koncentrace vzorkd.

4.5.5 Priprava smési pro PCR

e Vsechny komponenty byly rozmraZeny a promichany.

e Jednotlivé komponenty byly pfidany v objemech uvedenych v Tabulce 5.

e Jako matrice byla pouzita DNA vyizolovyna pomoci fenolové extrakce a komer¢niho kitu.

Statistické vyhodnoceni vysledkti PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru LightCycler®
Nano Software a Rotorgene 6000® software. Z diivodu piehlednosti byly ponechany ptvodni
nazvy jednotlivych druhti bakterii, pod kterymi jsou uvedeny na etiketé vyrobku.
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Tabulka 2 — Specifické primery pro druhy a rod Lactobacillus

Specificka PCR Primer Sekvence primeru (5- 3) Reference
Rod F-lacto GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC 109
Lactobacilllus R-lacto GGCCAGTTACTACCTCTATCCTTCTTC
Lactobacillus Aci-ITS.L CCTTTCTAAGGAAGCGAAGGAT 109
acidophilus Aci-ITS.R AATTCTCTTCTCGGTCGCTCTA
Lactobacillus Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT 1097
plantarum Planll TTACCTAACGGTAAATGCGA
Lactobacillus Cas-ITS.L AAGCACCCTAACGGGTGCGACT 109)
casei Casll GCGATGCGAATTTCTTTTTC
Lactobacillus Rhamnosus-F GGCGTGCCTAATACATGCAA
[109]
rhamnosus Rhamnosus-R GTCCGCCACTCGTTCAAAA
Lactobacillus Lreu-1 CAGACAATCTTTGATTGTTTAG 1o
reuteri Lreu-2 GCTTGTTGGTTTGGGCTCTTC
Tabulka 3 — Specifické primery pro druhy a rod Bifidobacterium
Specificka PCR Primer Sekvence primeru (5 - 3) Reference
Rod g-Bifid-F CTCCTGGAAACGGGTGG
. . [111]
Bifidobacterium g-Bifid-R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA
Bifidobacterium Bani-tF TCACGACAAGTGGGTTGCCA
animalis [111]
Bifidobacterium Bbif-tF GTCAGGTGGGTGTCCCGCGT .
bificum Bbif-(R ATGCCGACGATCTCGACCGG
Bifidobacterium Binf-tF ATCCGTCCGACCCAGACC
longum [111]
subsp. infantis Binf-tR CTCGACATCCTCACGGCC
Bifidobacterium Bani-tF TCACGACAAGTGGGTTGCCA
animalis [111]
subsp. lactis Bani-tR GTTGATCGGCAGCTTGCCG
Bifidobacterium BloF GTATCCGTCCGACCCAGCAG
longum [111]
BloR GGTGACGGAGCCCGGCTTG

subsp. longum
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Tabulka 4 — Specifické primery pro druhy a rod Streptococcus

Specificka PCR Primer Sekvence primeru (5 - 3) Reference
Rod TI-F GAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT
[112]
Streptococcus TI-R TGCCAGGGCATCCACC
Streptococcus Thi ACGGAATGTACTTGAGTTTC [12]
thermophilus Thil TGGCCTTTCGACCTAAC

Tabulka 5 — Komponenty pro pripravu PCR smési

Krok Komponenta Objem (ul)
1 Voda pro PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3 Primer 1 (10pmol/pl) 1,0
4 Primer 2 (10pmol/pl) 1,0
5 Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

4.5.6 Programy amplifikace PCR
e Vsechny komponenty byly promichany a nasledné byly vlozeny do termocykleru.
e Lightcycler a Rotorgene 6000 byl nastaven dle Tabulek 6 - 8.

Tabulka 6 — Programy pouzité pro rod Lactobacillus a druhy Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri,

Druh
. . Druh
Rod L. acidophilus .
L. casei
Lactobacillus . 3 L. rhamnosus . 3 ) . .
Pocet cykli Pocet cykliu L. reuteri Pocet cyklu
L. plantarum
i 94 °C/5 min 94 °C/5 min
94 °C/5 min
95 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s
55°C/30's 30 58 °C/30 s 30 55°C/30's 30
72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/1 min
72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min
50 °C/1 min 50 °C/1 min 50 °C/1 min
HRM 50-99 °C HRM 50-99 °C HRM 50-99 °C
po 0,5/1s po 0,5/1s po 0,5/1 s
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Tabulka 7 — Programy pouZzité pro rod Bifidobacterium a druhy Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Bifidobacterium animalis subsp. animalis,
Bifidobacterium longum subsp. longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum

subsp. infantis,

Druh
Druh
B. longum
Rod B. . . Druh
. . " - y B. infantis y "
Bifidobacterium | Pocet | animalis Pocet . Pocet B. breve Pocet
) ; ~ | B. bifidum ) )
cykla | B. lactis cyklua cykla cykla
, 94 °C/5 94 °C/5 94 °C/5
94 °C/5 min : . .
min min min
_ 94 °C/20
94 °C/1 min 94 °C/30 s 94 °C/30 s
s
. 55°C/20
55 °C/1 min 35 58 °C/30 s 35 55°C/30 s 35 35
]
) 72 °C/1 72 °C/1 72 °C/30
72 °C/1 min ) )
min min ]
72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min
. 50 °C/1 50 °C/1 50 °C/1
50 °C/1 min : . .
min min min
HRM HRM HRM HRM
50-99 °C 50-99 °C 50-99 °C 50-99 °C
po 0,5/1's po 0,5/1's po 0,5/1s po 0,5/1s

Tabulka 8 — Programy pouczité pro rod Streptococcus a druh Streptococcus thermophilus

Rod Streptococcus S. thermophilus
Pocet cykli Pocet cykli
95 °C/9 min 95 °C/5 min
94 °C/30 s 95 °C/1 min
60 °C/1 min 30 58 °C/1 min 30
72 °C/1 min 72 °C/1 min
72 °C/5 min 72 °C/5 min
50 °C/1 min 50 °C/1 min
HRM 50-99 °C HRM 50-99 °C
po 0,5/1s po 0,5/1's
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava hrubych lyzata z dopliikku stravy

Z doplnku stravy Harmonelo Probio bylo pfipraveno 8 vzorkt hrubych lyzati bunck podle
kapitoly 4.5.1. Tyto hrubé lyzaty byly nasledn¢ pouzity pro izolaci DNA pomoci fenol-
chloroformové extrakce.

5.2 Izolace DNA

Dle kapitoly 4.5.2 byla izolovana DNA z hrubych lyzati bunck izolované fenol- chloroformové
extrakci.

Dle kapitoly 4.5.3 byla provedena izolace DNA dle OMNI Bacterial DNA kitu.

5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Na piistroji NanoDrop 2000 byla proméfena absorbance vzorkl izolovanych pomoci fenol
chloroformové extrakce a pomoci komerénih kitu pro vinové délky 220-320 nm. Vysledné
hodnoty koncentrace a Cistoty pro metodu fenol-chloroformové extrakce jsou uvedeny
v Tabulce 9 a pro izolaci komerénim kitem v Tabulce 10.

Tabulka 9 — Spektrofotometrické stanoveni DNA izolovanou fenol-chloroformovou extrakci

Koncentrace
Vzorek Azeo Aago Asz60/Azgo Asz60/A230
(ng/pD
1 83,2 1,67 0,86 1,93 1,84
2 63,1 1,26 0,73 1,73 1,49
3 265,9 5,32 2,65 2,00 1,87
4 103,3 2,07 1,11 1,87 1,83
5 66,0 1,32 0,73 1,80 1,70
6 61,0 1,22 0,67 1,81 1,41
7 97,4 1,95 1,03 1,90 1,75
8 120,7 2,41 1,28 1,88 1,86
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Tabulka 10 - Spektrofotometrické stanoveni DNA izolovanou OMNI Bacterial DNA kitem

Vzorek Koncentrace Az60 Aaso Az60/A2s0 Az60/A230
(ng/pl)
1 53,5 1,07 0,68 1,57 0,9
2 140,7 2,81 2,38 1,18 0,92
3 34,0 0,68 0,56 1,21 0,85
4 31,3 0,63 0,53 1,19 0,88
5 82,6 1,65 1,41 1,17 0,88
6 85,1 1,70 1,44 1,18 0,85
7 58,1 1,16 0,99 1,16 0,93
8 53,5 1,07 0,68 1,57 0,90

5.4 PCR Vv reilném case s analyzou krivek tani (Melt analyza)

Pro identifikaci na Grovni rodu a druhu byla pouZita PCR v redlném case. PouZité programy
byly optimalizovany dle rodov€ a druhové specifickych primerd. Na zdkladé
spektrofotometrického stanoveni koncentrace a Cistoty a ndsledné¢ agarosové gelové
elektroforézy na genomové urovni byl vybran vzorek o nejvyssi koncentraci, Cistoté a detekci
DNA. Tento vzorek byl nasledné pouzit pro PCR v redlném Case. Vzorek splitujici tyto kritéria
je vzorek cislo 4 izolovany fenol-chloroformovou extrakei. Tento vzorek byl podroben
amplifikaci pomoci specifické PCR dle bodu 4.5.7. Ptitomnost specifickych produkti byla
ovéfena pomoci Melt analyzy nastavené dle bodu 4.5.7.

5.4.1 PCRVv reialném case a Melt analyza specificka pro rod Lactobacillus

Byla provedena PCR v redlném case pro rod Lactobacillus. V analyze byla pouzita DNA
ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z doplitkku stravy Harmonelo. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA radu Lactobacillus casei CCDM 7088T. Amplifika¢ni
kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 5. VSechny vyse uvedené vzorky byly
analyzovany v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Lactobacillus casei CCDM
7088") detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 85,2 °C. Vrchol o podobné teploté byl
detekovan 1 u vzorku (Obrazek 5). Statistické vyhodnoceni vysledkit PCR-HRM bylo
provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000® Software.
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Znadeni kfivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus casei CCDM 70887), cernd — negativni kontrola, modra — DNA izolovand fenolovou extrakci.
Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 5 — Amplifikaéni kifivky PCR v redlném Case pro rod Lactobacillus

42



dF idT

Y y T Y Y Y Y T L T R — ? " 7 ? " y y " " " ' ' ' T p— —T T y T T T T T — '
46 47 48 43 B0 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 B2 63 B4 65 66 67 68 69 O A1 Y2 Y3 74 Y5 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 83 90 9

92 93 94 95 9 97 98 99 100 101
Teplota (°C)

Znadeni kfivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus casei CCDM 7088"), ¢ernd — negativni kontrola, modra — DNA izolovand fenolovou extrakci. Testovano
po trech vzorcich DNA.
Obrazek 6 — Melt analyza PCR produktii pro rod Lactobacillus
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5.4.2 PCRVv reilném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus casei

Byla provedena PCR v redlném ¢ase pro druh Lactobacillus casei. V analyze byla pouzita DNA
ze vzorku Cislo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z doplitkku stravy Harmonelo. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA radu Lactobacillus casei CCDM 7088T. Amplifika¢ni
kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 7. VSechny vyse uvedené vzorky byly
analyzovany v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Lactobacillus casei CCDM
7088") detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 85,0 °C. Vrchol o odpovidajici teploté
byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 8). Statistické
vyhodnoceni vysledkii PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000®
Software.
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Znaceni kiivek: ¢ervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus casei CCDM 70887), cernd — negativni kontrola, modrd — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 7 - Amplifikacni kiivky PCR v redlném cCase pro druh Lactobacillus casei
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus casei CCDM 7088"), ¢ernd — negativni kontrola, modra — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 8 — Melt analyza PCR produktii pro druh Lactobacillus casei
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5.4.3 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus acidophilus
Byla provedena PCR v redlném case pro druh Lactobacillus acidophilus. V analyze byla
pouzita DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z doplitku stravy
Harmonelo. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Lactobacillus acidophilus CCDM
74833T. Amplifika¢ni k¥ivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 9. Viechny vyse
uvedené vzorky byly analyzovany v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na kfivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Lactobacillus acidophilus
CCDM 74833T) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 81,8 °C. Vrchol o odpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 10). Statistické
vyhodnoceni vysledkii PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000®
Software.
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus acidophilus CCDM 74833"), éernd — negativni kontrola, modrd — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 9 - Amplifikacni kiivky PCR v redlném case pro druh Lactobacillus acidophilus
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Znadeni kivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus acidophilus CCDM 74833"), ¢ernd — negativni kontrola, modrd — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 10 — Melt analyza PCR produktit pro druh Lactobacillus acidophilus
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5.4.4 PCR v reilném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus
Byla provedena PCR v realném case pro druh Lactobacillus rhamnosus. V analyze byla pouzita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Lactobacillus rhamnosus CCDM 118.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 9. VSechny vySe uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.

Pii Melt analyze byl na kfivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Lactobacillus rhamnosus
CCDM 183) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 81,3 °C. Vrchol oodpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 12). Statistické
vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru a Rotorgene 6000®
Software.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus rhamnosus CCDM 118), cerna — negativni kontrola, modra — DNA izolovand fenolovou

extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 11 - Amplifikacéni kifivky PCR v redlném case pro druh Lactobacillus rhamnosus
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Znaceni kiivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus rhamnosus CCDM 118), cerna — negativni kontrola, modra — DNA izolovanad
fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 12 — Melt analyza PCR produktit pro druh Lactobacillus rhamnosus
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5.4.5 PCRVv reilném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus plantarum
Byla provedena PCR v redlném ¢ase pro druh Lactobacillus plantarum. V analyze byla pouZita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Lactobacillus plantarum CCDM 183.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 13. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovany v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na kiivce tdni amplikonu pozitivni kontroly (Lactobacillus plantarum
CCDM 183) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 80,9 °C. Vrchol o odpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 14). Statistické
vyhodnoceni vysledkii PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000®
Software.
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Znaceni krivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus plantarum CCDM 183), ¢ernda — negativni kontrola, modrda — DNA izolovana fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 13 - Amplifikacéni kiivky PCR v redlném case pro druh Lactobacillus plantarum
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Znaceni krivek: ¢ervena — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus rhamnosus CCDM 118), c¢erna — negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 14 — Melt analyza PCR produktit pro druh Lactobacillus plantarum
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5.4.6 PCR Vv reilném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus reuteri

Byla provedena PCR v redlném Case pro druh Lactobacillus reuteri. V analyze byla pouZzita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Limosilactobacillus reuteri CCDM 777.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 15. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovany v triplikatech.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Limosilactobacillus reuteri CCDM 777), cerna
— negativni kontrola, modrd — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po tiech vzorcich DNA.

Obrazek 15 - Amplifikacéni kiivky PCR v redlném case pro druh Lactobacillus reuteri

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Limosilactobacillus reuteri
CCDM 777) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 89,0 °C. Vrchol o odpovidajici

teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vysSce piku (Obrazek 16). Statistické
vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru LightCycler® Nano
Software.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Limosilactobacillus reuteri CCDM 777), cernd
— negativni kontrola, modrd — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 16 — Melt analyza PCR produktii pro druh Lactobacillus reuteri

5.4.7 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro rod Bifidobacterium

Byla provedena PCR v redlném Case pro rod Bifidobacterium. V analyze byla pouzita DNA ze
vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z doplitku stravy Harmonelo. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium animalis CCDM 4988T.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 17. Vsechny vySe uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium animalis
CCDM 4988T) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 92,4 °C. Vrchol o odpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 18). Statistické
vyhodnoceni vysledkii PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000®
Software.
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Znaceni kiivek: ¢ervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium animalis CCDM 49887), dernd — negativni kontrola, modré — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 17 - Amplifikacni kifivky PCR v redlném Case pro rod Bifidobacterium
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Znadent kiivek: ¢ervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium animalis CCDM 49887), cernd — negativni kontrola, modrd — DNA izolovand fenolovou extrakct.

Testovano po tirech vzorcich DNA.
Obrazek 18 — Melt analyza PCR produktit pro rod Bifidobacterium
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5.4.8 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium animalis
Byla provedena PCR v redlném Case pro druh Bifidobacterium animalis. V analyze byla pouzita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium animalis CCDM 4988T.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 19. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium animalis
CCDM 4988™) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 91,5 °C. Vrchol o odpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 20). Statistické
vyhodnoceni vysledkii PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000®
Software.
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Znacenl kfivek: ¢ervena — pozitivai kontrola (DNA Bifidobacterium animalis CCDM 49887), cernd — negativni kontrola, modra — DNA izolovand
fenolovou extrakci. Testovdno po trech vzorcich DNA.

Obrazek 19 - Amplifikaéni kiivky PCR v realném cEase pro druh Bifidobacterium animalis
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Znaceni kiivek: Gervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium animalis CCDM 49887), ernd — negativni kontrola, modré — DNA izolovand fenolovou

extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 20 — Melt analyza PCR produktit pro druh Bifidobacterium animalis

62




5.4.9 PCRVv reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium breve
Byla provedena PCR v redlném case pro druh Bifidobacterium breve. V analyze byla pouzita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium breve CCDM 7825T.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 21. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovany v triplikatech.

Pti Melt analyze byl na ktivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium breve
CCDM 7825T) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 91,4 °C. Vrchol o odpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 22). Statistické
vyhodnoceni vysledkii PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru Rotorgene 6000®
Software.

63



Fluorescence

s a3 R 8KESE

o o,

2R8I HABRBR

2 3 4 5 & 7 8 9 W M 12 13 14 15 ® 17 18 18 20 2 2
Cvykdus
Znaceni kiivek: ¢ervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium breve CCDM 78257), ¢ernd — negativni kontrola, modrd — DNA izolovand
fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 21 - Amplifikaéni kiivky PCR v redlném cEase pro druh Bifidobacterium breve
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Znaceni kiivek: ¢ervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium breve CCDM 78257), ¢ernd — negativni kontrola, modrd — DNA izolovand fenolovou

extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 22 — Melt analyza PCR produktit pro druh Bifidobacterium breve
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5.4.10 PCR v reilném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium bifidum

Byla provedena PCR v realném case pro druh Bifidobacterium bifidum. V analyze byla pouzita
DNA ze vzorku Cislo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium bifidum CCDM 309.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 23. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovany v triplikatech.
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium bifidum CCDM 309), cernd —
negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po tiech vzorcich DNA.
Obrazek 23 - Amplifikacéni kiivky PCR v redlném Case pro druh Bifidobacterium bifidum

Pii Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium bifidum
CCDM 309) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 94,3 °C. Vrchol o odppvidajici

teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 24). Statistické

vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru LightCycler® Nano
Software.
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Znaceni krivek: ¢ervena — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium bifidum CCDM 309), cerna —

negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 24 — Melt analyza PCR produktii pro druh Bifidobacterium bifidum
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5.4.11 PCR v reilném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium lactis

Byla provedena PCR v redlném Case pro druh Bifidobacterium lactis. V analyze byla pouzita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium animalis CCDM 107.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 25. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium animalis CCDM 107), ¢erna —
negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 25 - Amplifikaéni kiivky PCR v realném Ease pro druh Bifidobacterium lactis

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium animalis
CCDM 107) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 94,0 °C. Vrchol o odpovidajici

teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vysce piku (Obrazek 26). Statistické
vyhodnoceni vysledkiit PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru LightCycler® Nano
Software.
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Znaceni krivek: cervenad — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium animalis CCDM 107), ¢erna —
negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 26 — Melt analyza PCR produktit pro druh Bifidobacterium lactis
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5.4.12 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium longum

Byla provedena PCR v realném ¢ase pro druh Bifidobacterium longum. V analyze byla pouZita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium longum CCDM 219.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 27. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium longum CCDM 219), cerna —
negativni kontrola, modrd — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 29 - Amplifikacéni kiivky PCR v redlném case pro druh Bifidobacterium longum

Pti Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium longum
CCDM 219) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 93,8 °C. Vrchol o odpovidajici
teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vysce piku (Obrazek 28). Statistické
vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru LightCycler® Nano
Software.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium longum CCDM 219), cernad —
negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 28 — Melt analyza PCR produktii pro druh Bifidobacterium longum
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5.4.13 PCR v reilném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium infantis

Byla provedena PCR v realném ¢ase pro druh Bifidobacterium infantis. V analyze byla pouzita
DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z dopliku stravy Harmonelo.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Bifidobacterium longum CCDM 232.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 29. VSechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium longum CCDM 219), cerna —
negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 29 - Amplifikaéni kiivky PCR v realném case pro druh Bifidobacterium infantis

Pti Melt analyze byl na kiivce tdni amplikonu pozitivni kontroly (Bifidobacterium longum
CCDM 232) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 93,2 °C. Vrchol o odpovidajici

teploté byl detekovan i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku (Obrazek 30). Statistické
vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru LightCycler® Nano
Software.
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Znaceni krivek: ¢ervena — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium longum CCDM 232), cernd —
negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.
Obrazek 30 — Melt analyza PCR produktit pro druh Bifidobacterium infantis

5.4.14 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro rod Streptococcus

Byla provedena PCR v redlném case pro rod Streptococcus. V analyze byla pouzita DNA ze
vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z doplitku stravy Harmonelo. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Streptococcus thermophilus CCDM 1008.
Amplifikacni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 31. Vsechny vyse uvedené
vzorky byly analyzovény v triplikatech.

Pfi Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Streptococcus
thermophilus CCDM 1008) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (T,,) 82,4 °C. Vrchol o
odpovidajici teploté s rozdily desetin stupné byl detekovan i1 u vzorku s intenzitou odpovidajici
vysce piku (Obrazek 32). Statistické vyhodnoceni vysledkit PCR-HRM bylo provedeno pomoci
softwaru Rotorgene 6000® Software.
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Znaceni kiivek: ¢ervena — pozitivni kontrola (DNA Streptococcus thermophilus CCDM 1008), ¢erna — negativni kontrola, modra — DNA izolovand fenolovou
extrakci. Testovano po trech vzorcich DNA.

Obrazek 31 - Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case pro rod Streptococcus
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Znaceni kiivek: cervend — pozitivni kontrola (DNA Streptococcus thermophilus CCDM 1008), cernd — negativni kontrola, modra — DNA izolovand
fenolovou extrakci. Testovdno po trech vzorcich DNA.

Obrazek 32 — Melt analyza PCR produktit pro rod Streptococcus

75



5.4.15 PCRYv realném Case a Melt analyza specificka pro druh Streptococcus thermophilus

Byla provedena PCR v redlném c¢ase pro druh Streptococcus thermophilus. V analyze byla
pouzita DNA ze vzorku ¢islo 4 izolovana fenol-chloroformovou extrakci z doplitku stravy
Harmonelo. Jako pozitivni kontrola byla pouZita DNA rodu Streptococcus thermophilus
CCDM 1008. Amplifikaéni kiivky z provedené analyzy jsou uvedeny na Obrazku 33. VSechny
vyse uvedené vzorky byly analyzovany v triplikatech.
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Znaceni krivek: cervena — pozitivni kontrola (DNA Streptococcus thermophilus CCDM 1008),
Cerna — negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po tirech vzorcich
DNA.
Obrazek 33 - Amplifikacni kiivky PCR v redlném Case pro druh Streptococcus thermophilus

Pfi Melt analyze byl na kiivce tani amplikonu pozitivni kontroly (Streptococcus
thermophilus CCDM 1008) detekovan vrchol odpovidajici teploté tani (Tm) 81,7 °C. Vrchol o
odpovidajici teplot¢ byl detekovdn i u vzorku s intenzitou odpovidajici vySce piku
(Obrazek 34). Statistické vyhodnoceni vysledkit PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru
LightCycler® Nano Software.
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Znaceni kiivek: ¢ervena — pozitivni kontrola (DNA Streptococcus thermophilus CCDM 1008),

Cerna — negativni kontrola, modra — DNA izolovana fenolovou extrakci. Testovano po tiech vzorcich

DNA.
Obrazek 34 — Melt analyza PCR produktii pro druh Streptococcus thermophilus
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6 DISKUSE

6.1 Izolace DNA

Izolace metodou fenol — choloroformové extrakce i OMNI Bacterial DNA kitem byla ozita
DNA pifimo z vyrobku doplitkku stravy Harmonello. Proces izolace byl optimalizovan tak,
aby byly nejprve odstranény dopliikové slozky produktu, jako jsou inulin, rozpustnd vladknina
a steviol-glykosid. Nasledn¢ byla stanovena Cistota akoncentrace jednotlivych vzorki, z nichz
byl vybran jeden o nevyssi koncentraci a Cistot€¢ DNA, ktery byl ptfimo pouZit pro qPCR a PCR-
HRM analyzy.

6.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Pomoci piistroje Nanodrop 2000 byla prométena absorbance jednotlivych vzorki izolovanych
fenol-chloroformnovou extrakci a OMNI Bacterial DNA kitem v rozmezi vlnovych délek
220-320 nm. Koncentrace vzorki izolovanych fenol-chloroformovou extrakci se pohybovala
v rozmezi 61,0-265,9 ng/ul a pti izolact OMNI Bacterial DNA kitem v rozmezi 34,0 — 140,7
ng/pl.

Pomér absorbanci vinovych délek 260 a 280 nm vykazuje Cistotu vzorku, takZe rozmezi
poméru pro Cisty vzorek se pohybuje mezi 1,8-2,0. Tento pomér je dodrzen u vzorki
izolovanych fenol-chloroformovou extrakci, kdy se tento pomér absorbanci pohybuje mezi
1,73-2,00. Naopak u vzorki izolovanych OMNI Bacterial DNA kitem se tento pomér pohybuje
v rozmezi 1,16—1,57. U hodnot niz$ich, nez je standardni rozmezi Cistoty, jsou vzorky zaneseny
bilkovinami a ¢astecnou kontaminaci RNA. U poméru absorbanci vinovych délek 260 a 230
nm se hodnota u fenol-chloroformové extrakce pohybuje v rozmezi 1,41-1,87, coz ukazuje, ze
izolovana DNA neobsahuje necistoty pouzitych organickych extrak¢nich latek. U vzorkt
izolovanych OMNI Bacterial DNA kitem se hodnoty tohoto poméru nachazeji pod hranici 1 a
to vrozmezi 0,85-0,92. Hodnoty pod hodnotou 1 vykazuji znec€iSténi pouzitymi srazedly
komeréniho kitu.

Na zadklad¢ prométeni Cistoty a koncentrace byl vybran vzorek Cislo 4 izolovan pomoci

vvvvv

mezi ostatnimi vzorky. Tento vzorek byl pouzivan béhem vSech nésledujicich analyz.

6.3 PCR v realném case

Pro rodovou a druhovou identifikaci byla pouzita PCR v redlném case. VSechny programy
qPCR byly optimalizovany dle pouzité dvojice primert a rodové a druhové PCR. K identifikaci
byly pouzity nefedény vzorek DNA Cislo 4 o objemu 1 ul (viz Tabulku 11) izolované pomoci
fenol-chloroformové extrakce. Konkrétné¢ byla provedena PCR pro rod Lactobacillus,
Bifidobacterium a Streptococcus a pro rody Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium
animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis a Streptococcus thermophilus. Ptitomnost
specifickych produktt byla nasledné ovétena Melt analyzou.
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6.3.1 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro rod Lactobacillus

Pomoci PCR v redlném case byla potvrzena ptitomnost DNA rodu Lactobacillus. V prvnich
cyklech qPCR signal fluorescence je nizky diky malé cetnosti amplifikované DNA.
S pribyvajicimi cykly a tim s pfibyvajicim mnozstvim replikované DNA se postupné intenzita
fluorescence zvysuje. V bodé piekrodeni prahové detekce je indikovana cilova sekvence. Cim
vys$i je pocatecni koncentrace templatu v reakéni smési, tim dfive je detekovéana zvysSujici
se fluorescence produktu. Pozitivni kontrola byla o nejvyssi koncentraci, a tak se Ct (cycle
threshold) vyskytuje od 12 cyklu, zatimco u vzorku az u cyklu 24.

Melt analyza potvrdila ptitomnost rodu Lactobacillus, kdy nejvyssi pik kiivky tani pozitini
kontroly se nachazel na Tm (85,2 °C). Piky vzorku se nachazely v jeho tésné blizkosti s rozdilem
desetin stupné. Tyto odchylky mohly byt zplisobeny tim, Ze se jedna o biologickych material,
ktery miize byt nestabilni. Dale rozdily teplot mohou byt zplisobeny Spatnym nasednutim
primeru, odchylkou pfistroje. Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moZnost
nepravdivych pozitivnich vysledk. Tato analyza detailné¢ potvrdila pfitomnost rodu
Lactobacillus.

6.3.2 PCR v realném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus casei
Po provedeni qPCR byla detekovana piitomnost DNA druhu Lactobacillus casei. Préh cyklu
(Ct) u pozitivni kontroly se nachdzel u 12 cyklus a u vzorku u 25 cyklu. ZvySujici se negativni
kontrola v kone¢nych cyklech byla zptlisobena tvorbou dimerii primera po piekroceni poctu
doporucovanych cykli pro dany primer.

Melt analyza potvrdila ptitomnost druhu Lactobacillus casei, kdy vrchol kiivky téni
u pozitivni kontroly se nachézel pii Tm (85,0 °C) a vrchol vzorku se nachdzel v této oblasti
s rozdily desetin stupné. Tento bod tani pro Lactobacillus casei v HRM byl prokazan i v dalsi
studii. Tato analyza tedy potvrdila pfitomnost druhu Lactobacillus casei. [113]

6.3.3 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus acidophilus
Ptitomnost DNA druhu Lactobacillus acidophilus ve vzorku byla pomoci qPCR detekovéana
od 15. cyklu analyzy. Prah cyklu (Ct) pozitivni kontroly se nachazi u 12. cyklu.

Nejvyssi bod kiivky tani pozitivni kontroly se nachazi na Tm (81,8 °C). Této teploty dosahuji
1 vrcholy amplikonu vzorku s miniméalnim rozdilem. Rozdil teplot mohl byt zpiisoben
nepiesnym nasednutim primeru, odchylkou pfistroje nebo koextrakci nechténych latek.
Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moznost nepravdivych pozitivnich vysledki.
Analyze je podroben biologicky materidl, ktery mohl projit neznamymi zménami.

6.3.4 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus rhamnosus
Ptitomnost DNA druhu Lactobacillus rhamnosus byla ovétena pomoci qPCR, kdy prah cyklu
(Cv) pozitivni kontroly je na 13. cyklu a vzorku na 15. cyklu.

Nejvyssi pik ktivky tani se nachazi pti Tm (81,3 °C). Tohoto bodu dosahuji i piky vzorku.
Lze tedy konstatovat, Ze ve vzorku byla potvrzena ptitomnost druhu Lactobacillus rhamnosus.
Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moZnost nepravdivych pozitivnich vysledki.
Tato teplota se obdobné objevila i v jinych analyzach tohoto druhu. [113]
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6.3.5 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus plantarum
DNA druhu Lactobacillus plantarum bylo podrobeno qPCR, kdy préh cyklu (Ct) pozitivni
kontroly se objevilo na 11. cyklu analyzy a vzorku 13. cyklu analyzy.

Na kiivce tani se nejvyssi bod pozitivni kontroly nachazi na Tm (80,9 °C). Nejvyssi bod
kiivky vzorku se nachdzi u stejné teploty, proto lze fict, Ze byla potvrena pfitomnost druhu
Lactobacillus plantarum. Dalsi nizsi pik mohl byt zptisoben nespecifickym nasedanim primera
nebo jejich dimery. Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moZnost nepravdivych
pozitivnich vysledkii. Podobné teploty bylo dosazeno i u jinych analyz tohoto druhu. [114]

6.3.6 PCR v realném case a Melt analyza specificka pro druh Lactobacillus reuteri
Pomoci qPCR byla prokézédna ptitomnost bakterialni DNA druhu Lactobacillus reuteri. Prah
cyklu (Ct) pozitivni kontroly se nachazi u 15. cyklu a pro vzorek u 19. cyklu.

U kiivky tani se nejvyS$si bod nachazi na Tm (89,0 °C). Piky kiivek tani u vzorku se nachazi
v blizkosti této teploty s minimalnimi rozdily. Byla tedy potvrzena ptitomnost druhu
Lactobacillus reuteri ve vzorku. Odchylky mohly byt zplisobeny odchylkou biologického
materialu, pfistroje nebo koextrakci nezddoucich latek. Negativni kontrola bez produktu PCR
vylouc¢ila moznost nepravdivych pozitivnich vysledkia. Obdobné teploté tani doséhli i v jiné
studii tohoto druhu. [115]

6.3.7 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro rod Bifidobacterium
Pomoci PCR v realném Case byla potvrzena ptitomnost DNA rodu Bifidobacterium. Prah cyklu
(Ct) pozitivni kontroly se nachazi na 11. cyklu a pro vzorek na 12. cyklu.

Pik kiivky tani Melt analyzy se nachazi na Tm (92,4 °C). Piky kiivky vzorku se nachazi
v souladu s pozitivni kontrolou na stejné teploté. Negativni kontrola bez produktu PCR
vylouc¢ila moznost nepravdivych pozitivnich vysledkt. Timto byla prok4dzéana ptitomnost rodu
Bifidobacterium ve vzorku.

6.3.8 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium animalis
DNA Bifidobacterium animalis byla prokdzana pomoci PCR v realném case. Prah cyklu (Cy)
pozitivni kontroly se nachazi u 22. cyklu azatimco vzorku na 21. cyklu.

Nejvyssi bod pozitivni kontroly se nachazi pii Tm (91,5 °C). Vrchol kiivky tani vzorku se
nachazi na podobné teploté s rozdily desetin stupné. Tyto odchylky mohou byt zpiisobeny
nepfesnosti ptistroje, primery, pouzitym biologickym materialem nebo koextrakci nezadoucich
latek. Jak vrchol pozitivni kontroly u kiivky tani, tak 1 ¢islo prahu cyklu (Ct) ukazuje, Ze se
DNA tohoto druhu ve vzorku vyskytovala ve vyssi koncentraci nez u pozitivni kontroly.
Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moznost nepravdivych pozitivnich vysledkd.
Dle dosazenych vysledkt 1ze potvrdit pfitomnost druhu Bifidobacterium animalis.

6.3.9 PCR v realném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium breve
Aplifika¢ni kiivky PCR v redlném cCase ukazuji, Zze prah cyklu (Ct) pozitivni kontroly druhu
Bifidobacterium breve se nachéazi na 23. cyklu a pro vzorek na 28. cyklu.

Vrchol kiivky tani pozitivni kontroly je na Tm (91,4 °C). Vrchol vzorku se taktéz nachazi pii
této teploté s rozdilem desetin stupné. Odchylka mtize byt zptusobena biologickym materialem,
odchylkou pfistroje, primery nebo koextrakci nechténych latek. Vrcholy na zafatku analyzy
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jsou zpusobeny nespecifickym nasedanim primerti. Negativni kontrola bez produktu PCR
vyloucila moZnost nepravdivych pozitivnich vysledki. Dle dosazenych vysledki 1ze potvrdit
pritomnost druhu Bifidobacterium breve.

6.3.10 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium bifidum
Pomoci PCR v redlném case byla potvzena ptitomnost probiotického druhu Bifidobacterium
bifidum. Préh cyklu (Ct) pozitivni kontroly se nachézi u 15. cyklu a u vzorku u 23. cyklu.

Vrchol kiivky tani se nachazi pii Tm (94,3 °C). Vrchol kiivky tani vzorku se nachazi u této
teploty srozdilem v desetindch stupné. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny nestdlym
biologickym materidlem, odchylkou pfistroje nebo primery. Negativni kontrola bez produktu
PCR vyloucila moznost nepravdivych pozitivnich vysledka. Dle dosazenych vysledka 1ze
potvrdit pfitomnost druhu Bifidobacterium bifidum.

6.3.11 PCR v realném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium lactis
DNA Bifidobacterium lactis byla prokdzdna pomoci PCR v redlném case. Prah cyklu (Ci)
pozitivni kontroly se nachazi pfi 15. cyklu a vzorku pfti 18. cyklu.

Vrchol pozitivni kontroly kiivky tini se nachdzi pii Tm (94,0 °C). Pfi této teploté se nachazi
také vrcholy vzorku. Drobné odchylky mohly byt zplisobeny analyzovanym biologickym
materidlem, odchylkou pfistroje zplsobem izolace nebo koextrakci nezadoucich latek.
Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moznost nepravdivych pozitivnich vysledki.
Timto byla detailn¢ prokdzéana ptitomnost DNA druhu Bifidobacterium lactis.

6.3.12 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium longum
Aplifika¢ni kiivky po analyze PCR v redlném Case prokazaly pfitomnost druhu Bifidobacterium
longum. Prah cyklu (Ci) pozitivni kontroly se nachazi pti 13. cyklu a vzorku pfi 17. cyklu
analyzy.

Pik pozitivni kontroly byl detekovan pifi Tm (93,8 °C). Pii této teplote¢ s drobnyma
odchylkama byl detekovén pik vzorku. Mirné odchylky mohly byt zplisobeny analyzovanym
biologickym materialem nebo odchylkou pfistroje, primery, zptisobem izolace nebo koextrakci
nezadoucich latek. Negativni kontrola bez produktu PCR vylouc¢ila moZznost nepravdivych
pozitivnich vysledkt. Timto byla detailn¢ prokdzéna ptitomnost DNA druhu Bifidobacterium
longum.

6.3.13 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro druh Bifidobacterium infantis
Pomoci qPCR byla potvrzena pfitomnost druhu Bifidobacterium infantis. Prah cyklu (Ci)
pozitivni kontroly pro tuto analyzu se nachazi pii 16. cyklu a vzorku pti 18. cyklu.

Nejvyssi bod kiivky tani pozitivni kontroly byl detekovan pii Tm (93,2 °C). U této teploty
byl detekovén i nejvyssi bod vzorku s odchylkou v desetindch stupné. Tyto odchylky mohly
byt zpisobeny biologickym materidlem, primery, odchylkou piistroje, zpisobem izolace
nebo koextrakei nezadoucich latek. Negativni kontrola bez produktu PCR vyloucila moznost
nepravdivych pozitivnich vysledkii. Dle provedené analyzy byla potvrzena piitomnost druhu
Bifidobacterium infantis.
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6.3.14 PCR v reialném case a Melt analyza specificka pro rod Streptococcus
Pomoci PCR vredlném case byl detekovan prah cyklu (Ci) pozitivni kontroly rodu
Streptococcus pti 15. cyklu a vzorku pfi 17. cyklu.

Pomoci Melt analyzy byla detailn€ potvrzena ptitomnost rodu Streptococcus. Nejvyssi bod
kiivky tani pozitivni kontroly byl detekovan pii Tm (82,4 °C). Vrcholy kiivek tani vzorku byly
detekovany s drobnyma odchylkama o podobné teploté. Negativni kontrola bez produktu PCR
vylouc¢ila moznost nepravdivych pozitivnich vysledki. Odchylky mohly byt zplisobeny
odchylkou pfistroje, primery, analyzovanym biologickym materidlem, zptisobem izolace nebo
koextrakci nechténych latek. Timto byla detailné prokédzana pfitomnost DNA rodu
Streptococcus.

6.3.15 PCRYv reialném ¢ase a Melt analyza specificka pro druh Streptococcus thermophilus
Amplifikacni kiivky qPCR analyzy pro druh Streptococcus thermophilus potvrdily pfitomnost
tohoto druhu ve vzorku. Prah cyklu (Ct) pozitivi kontroly byl detekovan na 14. cyklu a vzorku
na 15. a 18. cyklu.

Pomoci Melt analyzy byla detekovdna nejvyssi fluorescence pii Tm (81,7 °C) u pozitivni
kontroly. Této teploty dosahly také kiivky tani vzorku s odchylkama desetin stupné.
Tyto odchylky mohly byt zplisobeny pouzitym biologickym materidlem, odchylkou pfistroje,
primery, zpusobem izolace nebo koextrakce nezadoucich latek. Negativni kontrola bez
produktu PCR vyloucila moznost nepravdivych pozitivnich vysledkl. Na zaklad¢ provedenych
analyz byla potvrzena ptitomnost druhu Streptococcus thermophilus.
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7 ZAVER
Teoreticka ¢ast prace se vénovala jednotlivym probiotikiim pouzivanych v obecné doplicich
stravy a konkratné¢ v analyzovaném probiotickém doplnku stravy Harmonelo. Konkrétné
se jedna o druhy rodi Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus. Zaroven se zabyva
nejcastéji vyskytujicimi se onemocnénimi traviciho traktu a jejich 1€€bou za pouziti konkrétnich
probiotickych druhti. Jsou zde popsany nejcastéjsi metody izolace a purifikace DNA, metody
stanoveni jeji Cistoty a koncentrace na zéklad¢ predpokladu cistoty vzorkli a naslednd
identifikace konkrétnich sekvenci DNA.

V experimentalni ¢asti byla stanovena koncentrace a Cistota vyizolované DNA
z probiotického doplitku stravy Harmonelo pomoci fenol-chloroformové extrakce a OMNI
Bacterial DNA kitem. Na zékladé vysledkli ze spektrofotometrického stanoveni Cistoty a
koncentrace DNA byl vybran vzorek o nejvyssi kvalité, ktery byl nasledné pouzivan pro
analyzu PCR vredlném cCase a Melt analyzu. Nasled¢ byla provedena amplifikace PCR
v readlném case na urovni rodu pro rody Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus
anaurovni druhu pro druhy Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis a Streptococcus thermophilus. Ptitomnost jednotlivyvh rodii
a druhti byla detekovana pomoci amplifikacnich kiivek a teploty tani kiivek tani u Melt analyzy.
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	2.7.4.1 Izolace DNA pomocí  fenol – chloroformové extrakce
	2.7.4.2 Izolace DNA pomocí magnetických nosičů
	2.7.4.3 Izolace DNA pomocí komerčních kitů
	2.7.4.4 Kvantifikace DNA pomocí spektrofotometrie Nanodrop
	2.7.4.5 Kvantifikace koncentrace DNA pomocí florescenčních technik
	2.7.4.6 Polymerázová řetězová reakce
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