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ABSTRAKT

Probiotické baktérie zohravaju vyznamnu ulohu v zdravom zivotnom S$tyle. Konzumentovi
napomahaji udrziavat’ rovnovahu crevnej mikroflory a zabrafuju premnozeniu Skodlivymi
baktériami. Dokladna identifikacia a charakterizacia tychto probiotickych kmenov je
nevyhnutna pre mnohé oblasti aplikovaného vyskumu a potravinarskeho priemyslu. Na presnt
identifikaciu je potrebné vyuzitie molekularne-biologickych metdd, vd’aka ktorym je mozné
validovat’ probiotické vyrobky na komercné ucely. V ramci tejto bakalarskej prace bola
izolovand DNA probiotickych baktérii z komerc¢ne dostupnych mliecnych vyrobkov. Na
izolaciu bakterialnej DNA boli pouzité dve metddy izolacie, kde obe poskytli dostatocne
koncentrovanu a kvalitni DNA pre d’alSiu analyzu pomocou polymerazovej retazovej reakcie
(PCR). Vo vybratych vzorkach mlie¢nych produktov bola dokazand pritomnost domény
Bacteria a pri rodovo-specifickej amplifikacii taktiez aj pritomnost’ rodov Lactobacillus a
Bifidobacterium. Nakoniec bol vo vyrobkoch detegovany aj vyskyt druhu Lactobacillus

acidophilus.

ABSTRACT

Probiotic bacteria play an important role in a healthy lifestyle. They help the consumer maintain
the balance of intestinal microflora and prevent the overgrowth of harmful bacteria. Accurate
identification and characterization of these probiotic strains is essential for research and the
food industry. For exact identification, the use of molecular biological methods is necessary,
thanks to which it is possible to validate probiotic products for commercial use. In this bachelor
thesis, the DNA of probiotic bacteria was isolated from available dairy products. Two methods
of isolation were used to isolate bacterial DNA, both of them provided sufficiently concentrated
and high-quality DNA for further analysis by polymerase chain reaction (PCR). The presence
of the Bacteria domain, genera Lactobacillus and Bifidobacterium were proved. Finally, the

presence of Lactobacillus acidophilus species was also detected in the products.
KLEUCOVE SLOVA
Probiotické baktérie, QPCR, Bacteria, Lactobacillus, Bifidobacterium, mlie¢ne produkty
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1 UVOD

V potravinarskom priemysle sa ako probiotika v§eobecne vyuzivaju baktérie mlie¢neho
kvasenia, ktoré maji najvacsi vyskyt v mlienych potravinovych vyrobkoch. Su to teda
primarne nepatogénne druhy baktérii, hlavne zrodov Lactobacillus a Bifidobacterium.
Zdravotné benefity konzumacie mlieénych vyrobkov sa zacali dostavat do povedomia uz
zaCiatkom 19. storocia, ale v tej dobe neboli eSte dostato¢né znalosti, Co vlastne sposobuje tieto
prospesné vlastnosti pre konzumenta. Vd’aka vedeckému napredovaniu je uz zname, ze prave
probiotické baktérie su tie elementy, ktoré zohravaji dolezita ulohu v rozmanitosti potravy
a zdravom zivotnom S§tyle. Do jedalnicka mézu byt zahrnuté bud’® pomocou vyzivovych
doplnkov alebo na zaklade pravidelnej konzumacie mlie¢nych produktov. Maji d’alej vel'ké
uplatnenie pri lie¢be traviaceho ustrojenstva, kde su vhodnou prevenciou pred
gastrointestinalnymi infekciami a akutnymi hnackami. K dalsim dolezitym zdravotnym
vyhodam patri antioxida¢na aktivita, schopnost’ zniZzenia hladiny cholesterolu alebo
cytotoxicky ucinok proti rakovinotvornym bunkam. Pri ich konzumacii sa dokonca potvrdilo
znizenie rizika cukrovky typu 2 a cievnych chordb. Fermentované produkty sa dokonca
odportcaju na konzumaciu osobam s laktézovou intoleranciou.

V spojitosti s probiotikami st Castokrat spominané aj prebiotika, ktorych zdravotné
prinosy su tiez velmi dolezité. V tomto pripade sa vSak prebiotikd necharakterizuju ako
mikroorganizmy, ale s to nestravite'né oligosacharidy, ktoré stimuluju rast probiotickych
baktérii. Celkovo ich mdzeme charakterizovat’ ako funkéné zlozky, prirodzene sa vyskytujuce
v rastlinnych a zivo¢isnych produktoch, ktorym sa venuje zna¢na pozornost’ vo farmaceutickom
a potravinarskom priemysle. Maju taktieZ pozitivne uplatnenie v znizovani rizika rakoviny
hrubého, cukrovky 2. typu a obezity.

Ak je na etiketach roznych mlie¢nych vyrobkov alebo vyZzivovych doplnkov vyrobcom
deklarovand pritomnost’ probiotickych baktérii, musi byt ich vyskyt zisteny pomocou réznych
analytickych metdd. V praxi sa ich pritomnost najCastejSie skima na zéklade vyuzitia
molekularne-biologickych metdd, ktoré primarne funguju na analyze bakteridlnej DNA.
K pomerne Kk najjednoduchsej, najrychlejSej a najcastejSie pouzivanej analyze patri

polymerazova ret'azova reakcia (PCR).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Historia objavu probiotickych baktérii

Fermentované mlie¢ne vyrobky (FMV) boli hlavnou stc¢ast'ou 'udskej stravy uz tisicky
rokov [1]. Slovo probiotikum je odvodené z latinského slova ,, probios “, ¢o v preklade znamena
., pre Zivot . Tento termin ako prvi pouzili vedci Lilley a Stillwell vo svojej Stadii z roku 1965
[2], ¢im oznalili latku vyluCovani jednym mikrobom, ktora stimulovala rast iného
mikroorganizmu. Vroku 2001 Organizacia Spojenych narodov pre vyzivu
a pol'nohospodarstvo predefinovala probiotika ako ,, Zivé mikroorganizmy, ktoré v primeranom
mnozstve poskytuju hostitelovi zdravotny prinos“ [3; 4]. Vo viacerych literarnych zdrojoch je
uvedené, ze FMV boli spontanne objavené v regionoch s nizkou vlhkostou a vysokymi
teplotami (oblasti Strednej Azie a Blizkeho vychodu). St teda vysledkom prirodzeného
fermenta¢ného procesu vo vakoch zo zvieracej koze, ktoré boli pouzivané na prepravu vody a
mlieka [5].

Zdravotny G¢inok konzumacie FMV si vedci zacali v§imat’ uz zaciatkom 19. storocia,
no v tomto obdobi nebolo este mozné ich efekt na konzumenta dostato¢ne preskumat’. V tejto
suvislosti je Casto spominany vedec alekdr Louis Pasteur, ktory identifikoval baktérie
a kvasinky zodpovedné za fermentacné procesy, ktoré st aj dnes vyuzivané v potravinarskom
priemysle [6]. Tieto objavené mikroby vsak nespajal so ziadnymi prospesnymi zdravotnymi
ucinkami. Zdravotné benefity sa zacali objasnovat’ vSak neskor okolo roku 1905 [7], kedy rusky
prirodovedec Ilja Ilji¢ Meénikov spojil svoju studiu s dlhym Zivotom bulharskych obyvatel'ov
vidieka a s ich pravidelnou konzumaciou FMV. Naznacil, Ze laktobacily obsiahnuté v tychto
matriciach mé6zu posobit’ proti hnilobnym téinkom gastrointestinalneho metabolizmu, ktoré
prispievaju k r6znym ochoreniam a starnutiu. Za tento objav bol oceneny aj Nobelovou cenou
za medicinu [8].

Za posledné storoCie je probiotickym baktéridm venovana patricnd pozornost’.
S vyvojom techniky bol zaznamenany aj exponencialny nérast od roku 2000 v pocte klinickych
Studii, zalozenych na testovani bezpecnosti tychto produktov a Specifikacii jednotlivych
probiotickych kultar v boji proti réznym ochoreniam [7]. Vroku 2014 Svetova

gastroenterologicka organizacia definovala 3 Siroké kategorie probiotik [9]:

1. Tie, ktoré nemajt ziadne potvrdené zdravotné benefity.
2. Ako zdravotné doplnky so Specifickym zdravotnym u¢inkom.

3. Ako probiotické lie¢iva.



2.2 Klasifikacia baktérii mliecneho kvasenia a probiotickych baktérii

FMV zahriiuju rozsiahlu skupinu mlie¢nych produktov, do ktorej patria kyslé
a acidofilné mlieka, kefiry, kyslé smotany a aj jogurty [10]. Na trhu v8ak existuje vel'a variacii
tychto vyrobkov, ktoré st zaloZzené na historickych postupoch a tradiciach, ako aj na pouzitom
type mlieka. Pri vyrobe FMV sa uplatiuje vyber vhodnych baktérii do zvycCajne tepelne
upraveného (kravského) mlieka. Baktérie mliecneho kvasenia (BMK) st hlavnymi mikrobmi
pouzivanymi pri fermentacii mlie¢nych vyrobkov [11].

V mlieCnom potravindrskom priemysle sa pouzivaji nepatogénne baktérie rodov
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus a Leuconostoc, ktoré su bud pouzivané ako
Startovacie kultary, alebo ako prirodzene vyskytujice sa zlozky. Jogurty vSak mdzu obsahovat’
aj pridané probiotické rody ako Bifidobacterium a Lactobacillus, ktoré st regulované ako
doplnky vyzivy [11]. Z biologického hladiska vécsinu tychto kultir radime do skupiny
grampozitivnych (G*) a nesporulujtcich baktérii s prisne fermentativnym metabolizmom, z

ktorého kl'ai¢ovym metabolitom je kyselina mliecna [6].

Rod Lactobacillus a jeho Specifické kmene s probiotickymi vlastnostami

Rod Lactobacillus zahfiia rozne G* fakultativne anaerobne alebo mikro-aerofilné
tyCinkovité baktérie, ktoré su hlavnou sucast'ou skupiny BMK. Je to vysoko heterogénny rod,
ktory zahriia baktérie so Sirokym rozsahom biochemickych a fyziologickych vlastnosti [12].
Tento rod pozostava z viac ako 170 r6znych druhov a mnohé z nich maju Siroké uplatnenie
v mliekarenskom priemysle. Vel'mi vyznamny je napriklad druh L. bulgaricus, ktory sa
uplatiiuje hlavne pri vyrobe jogurtov. Dalej znamy a vemi dobre zdokumentovany probioticky
druh je L. acidophilus, ktory ma Siroké komer¢éné vyuzitie pri vyrobe FMV. K d’alsim znamym
druhom vyuzivajicim sa pre ich probiotické vlastnosti patria L. helveticus, L. johnsonii a L.

kefiranofaciens [13].

Obr. 1: Ukdzka rodu Lactobacillus [14]



Rod Streptococcus a jeho specifické kmene s probiotickymi viastnostami

Rod Streptococcus zahfia viacero patogénnych druhov, ktoré spdsobuji hnisavé
ochorenia, anginu, zubné kazy apod. [15]. U ostatnych druhov boli vSak identifikované
probiotické vlastnosti. VSeobecne rod Streptococcus, tvori G* nesporulujuce, fakultativne
anaerobne kokovité baktérie, ktoré su usporiadané vac¢sinou v paroch alebo retiazkach [16].

Radi sa tu druh Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, ktory je ¢asto vyuzivany
ako Startovacia kultara pri vyrobe syrov, jogurtov a d’alsich mlie¢nych vyrobkov [17]. Pre tento
druh je charakteristicka tolerancia vys$Sich teplot a nizkeho pH, no je fyziologicky a

biochemicky menej univerzalny ako iné baktérie mlie¢neho kvasenia [18].

Rod Lactococcus a jeho Specifické kmene s probiotickymi viastnostami

V mliekarenskom priemysle je najcastejsie vyuzivany druh Lactococcus lactis, ktory sa
uz po staro€ia vyuziva pri fermentacii mlie¢nych vyrobkov. Vyrobkom dodava charakteristicki
chut' a vd’aka produkcii kyselin sa vyznacuje aj schopnostou konzervacie potravin. Tato
schopnost’ je sposobena hlavne kvoli schopnosti produkcie bakteriocidneho peptidu
nazyvaného nizin [11]. Ako d’al$i vyuzivany je druh Lactococcus thermophilus, ktorého

optimalna teplota sa pohybuje v rozmedzi 40 az 45 °C. Je st€astou zakvasu pre vyrobu jogurtov
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Obr. 2: Ukdzka rodu Lactococcus [19]

a syru ementalskeho typu [15].

Rod Bifidobacterium a jeho specifické kmene s probiotickymi vilastnostami

Tento rod patri medzi hlavnych predstavitel'ov ¢revnej mikroflory cicavcov a je taktiez
znamy aj vd’aka schopnosti poskytnutia hostitel'ovi cely rad zdravotnych vyhod. NajznamejSim
a najvyuzivanej$im zastupcom je Bifidobacterium longum, no pozname aj d’alsie ako napriklad
B. infantis, B. adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum a
B. breve [20].



Obr. 3: Ukdzka rodu Bifidobacterium [21]

2.3 Fermentované mlie¢ne vyrobky a zdravie

Rovnovaha ¢revnych mikrobov, inak suhrne nazyvanych aj mikrobiota, je pod stalym
a nezelanym tlakom novodobého Zivotného Stylu. Ten zahffia nadmerné pouZzivanie liekov,
chronicky negativny stres, zneCistené prostredie a nespravnu vyzivu. Odolnost’ zdravej
mikroflory chrani ¢loveka pred zapalovymi ochoreniami ¢riev alebo metabolickymi poruchami
[22]. V Tudskom é&reve sa nachadza priblizne 10** mikrébov, ¢o predstavuje 10-nasobok poctu
eukaryotickych buniek. Toto mnozstvo sa v kone¢nom dosledku podiel’a na 1,5 — 2 kg celkovej
telesnej hmotnosti ¢loveka [23].

Mnohé¢ stadie preukazali vyznamné schopnosti probiotik z medicinskeho hladiska, ako
je prevencia gastrointestinalnych infekcii, kde sa dokonca moéze zlepsit’ celkové zdravie Criev.
Dalej sa asto spomina antioxidagna aktivita, schopnost’ zniZenia hladiny cholesterolu, znizenie
rizika cukrovky 2. typu, znizenie rizika srdcovo cievnych chordb, prevencia hnaciek, redukcia

hmotnosti alebo cytotoxicky ucinok na rakovinotvorné bunky [24].

Probiotické baktérie a ich aplikdacia v medicine

Probiotika sa povazuju za bezpecné a dobre znasané. Ich vyuzitie sa uplatiiuje hlavne
pri liecbe traviaceho ustrojenstva, kde aplikuju svoje priaznivé t€¢inky réznymi mechanizmami.
Patri tu napriklad znizenie intestindlneho pH, zniZenie kolonizacie a invazie patogénnych
organizmov a Uprava imunitnej odpovede hostitel’a [25]. Nie je vSak presne stanoveny tidaj 0
minimalnom pocte mikroorganizmov (MO), ktoré by musel konzument prijat, aby pocitil
priaznivé u¢inky. Je ale ¢asto deklarované, ze probiotikum by malo obsahovat’ niekol’ko miliard
MO, aby sa zvysila pravdepodobnost, Ze dojde k adekvatnej kolonizacii ¢riev [26].

Fermentované produkty sa dokonca odporucaji na konzumdaciu osobam s laktéozovou
intoleranciou, pri¢om sa Casto kladie doraz na zlepSenie absorpcie laktozy. Tieto produkty sa

odporucaju taktiez aj pacientom trpiacim aterosklerozou [24].



Za dalSie Casté ochorenie vzmene funkcie ¢revného mikrobiéomu, spojeného so
zapalovymi ¢revnymi ochoreniami, patri napriklad celiakia. Prebiehali mnohé Studie pri
hl'adani najlepSieho mikrobidlneho kandidata v boji proti celiakii. Viaceré Stadie sa zhodovali
Vv pripisovani zna¢nych pozitivnych vysledkov k rodu Bifidobacterium. Pozitiva boli sledované
najmd u druhov B. longum, B. bifidum a B. lactis, kde bolo zistené, ze ticto kmene su schopné

znizit’ priepustnost’ epitelu spistanu interakciou s lepkom [27].

Priklady jednotlivych druhov s pozitivnymi zdravotnymi ucinkami

L. Bulgaricus v 'udskom traviacom ustrojenstve zohrava viacero pozitivnych uloh, no
primarne chrani gastrointestinalny trakt pred patogénmi [18]. Dalsie $tadie preukézali, Ze
konzumacia mlie¢nych vyrobkov obsahujucich druh L. acidophilus ma potencial pri prevencii
alebo kontrole ¢revnych infekcii, zlepSovani travenia laktozy pri laktozovej intolerancii (LI),
vyrovnavani hladin cholesterolu a vo vyvijani anti-karcinogénne;j aktivity [6].

Hromadiace sa dokazy poukazuji na to, Ze probiotické baktérie vo FMV sa daja pouzit
na zmiernenie klinickych priznakov LI (najma zivé kultury S. thermophilus). Prikladom st
napriklad vysledky $tadie Sophie J. Oak a Rajesh Jha, ktoré preukazali celkovo pozitivny vzt'ah
medzi probiotickymi baktériami a LI [18].

Druhy rodu Bifidobacterium su taktiez Casto vyuzivané ako probiotické baktérie,
pretoze st zname svojou rozmanitost'ou rezistencie na ZI¢ové soli [12]. Maju taktiez dolezité

dietetické ucinky, ktoré sa vyuzivaji v produkcii mlie¢nych napojov [10].

2.4 Charakteristika prebiotik

Ako uz bolo spominané pri charakteristike probiotik, celkova gastrointestindlna
mikrobiota hrd nesmierne dolezita Ulohu v 'udskom zdravi, a preto sa kladie doraz na jej
spravne fungovanie. K d’alSej diétnej stratégii, ktora je prospesna pre traviace ustrojenstvo, patri
konzumdcia vldkniny a prebiotik, ktoré st v creve metabolizované prospesnymi
nepatogénnymi baktériami [28]. Sucasné¢ prebiotikd su zaloZzené na baze kratkych
uhl'ovodikovych retazcov, ktoré s pomocou MO spracované na metabolity prospesné pre
zdravie hostitel'a [29]. M6zeme ich charakterizovat’ ako funkéné zlozky, ktoré sa prirodzene
vyskytuji v niektorych rastlinnych a zivociSnych potravinach, a ktorym sa z dovodu ich
pozitivnych ucinkov na zdravie venuje zna¢na pozornost’ vo farmaceutickom a potravinarskom
priemysle [30].

Konzumentovi teda poskytuji zdravotné vyhody, medzi ktoré patria prebiotické u¢inky
zahffiajuce obranu proti patogénom, moduldciu imunity, absorpciu minerdlov, zlepSenie

funkcie ¢riev, zlepsenie metabolickych uc¢inkov a v neposlednom rade dodavaju aj pocit sytosti

10



[29]. Prebiotika su v ¢reve fermentované prospeSnymi baktériami za vzniku mastnych kyselin
s kratkym retazcom. V hrubom ¢reve sposobuji mnoho d’alSich zdravotnych vyhod, ako je
napriklad zniZovanie rizika rakoviny hrubého &reva, cukrovky 2. typu a obezity [30]. Dale;
moduluju ¢revni mikrobiotu a dokonca zvysSuju absorpciu vapnika a hor¢ika. Ich pridanie do
mlieénych vyrobkov naviac zlepSuje senzorické vlastnosti, ako st chut’, textra, zvySovanie
stability pien a emulzii [31]. Hned’, ako sa prebiotikum prida do matrice produktu, zlepsi sa
interakcia medzi roznymi zlozkami. Okrem toho prebiotikd mozu ovplyvnit fermentacny

proces a vyvoj baktérii mlie¢neho kvasenia, a tak zmenit’ profil prchavych zlt¢enin [32].

2.5 Metody identifikacie mikroorganizmov

Presnd identifikdcia MO je nevyhnutnd pre mnohé oblasti aplikovaného vyskumu
a potravinarskeho priemyslu. V potravinarskom priemysle je identifikdcia dolezitd kvoli
zisteniu kontaminantov spdsobujtcich kazenie potravin a Vv pripade zdravotnictva je vel'mi
ochorenia [33]. Taktiez je vel'mi dolezité priradenie priaznivych probiotickych u¢inkov
charakteristickych pre jednotlivé mikrobidlne kmene vo vSetkych matriciach urenych pre
konzumenta. Bez tejto charakterizacie s probiotické produkty zavadzajice a moézu Castokrat
viest’ k zmétku spotrebitel'ov [34].

V literatire sa uvadza rozne delenie analytickych metdd, ktoré zahrnaja identifikaciu
MO. Najcastejsie sa vSak tieto metddy vSeobecne delia na dve hlavné kategorie. Ako prvé sa
uvadzaju klasické fenotypové metddy, ktoré si primarne zalozené na pozorovatelnych
vlastnostiach jednotlivych buniek a do druhej kategdrie patria genotypové metddy, ktoré

zahfnaji molekularne-biologické techniky (vid’. Tab. 1).

Tab. 1: Strucny prehlad metod identifikacie mikroorganizmov [33]

Genotypové
Fenotypové metody
metody
Chromogénne Mikroskopické Biochemické Molekularne
média metody metody metody
SEM Tradi¢né metody PCR
TEM (Wickerhamova karta, Real-Time gPCR
Tradi¢né média . .
Obratena Vitek...) PCR sekvenovanie

mikroskopia Hmotnostn4 spektrometria ~ MALDI-TOF MS
Atd’. Atd. Atd.
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Fenotypové metddy su zalozené na pozorovatel'nych charakteristikach buniek. Zahfiaji
teda subor vsetkych morfologickych (informacie o tvare buniek, bic¢ikoch a inkluznych
telieskach), fyziologickych (teplota rastu, optimalne pH, koncentracia soli a potreba Kyslika)
a biochemickych (enzymaticka aktivita, produkcia plynov a metabolizmus) vlastnosti urcitého
mikrobialneho kmena [33]. Vyhodou tychto metdd je lahké pozorovanie a hodnotenie buniek
bez potreby nakladnej technologie. Tieto metody st vSak Casovo narocnejSie anie vzdy su
postacujice na jednoznacnu identifikaciu MO na urovni rodu alebo druhu [35].

V stvislosti s komplikaciami spojenymi S fenotypovymi metoédami, ako bola hlavne
Casova narocnost anedostatocnad identifikacia MO, sa koncom 20. storocia vyvinuli
genotypové metddy. Tieto metddy zacali zahfnat aplikaciu technik molekuldrnej bioldgie,
vdaka ¢omu sa vyrazne zlepsila schopnost’ identifikacie a klasifikdcie mikrobiologického
obsahu v réznych matriciach, ako aj celkové zrychlenie analyz [33]. V sucasnosti poskytuje
molekuldrna bioldgia mnoZstvo nastrojov a technik na detekciu, identifikaciu a charakterizaciu
baktérii pre cela skalu klinickych a vyskumnych ucelov. Tieto metédy su v praxi zalozené na
reStrikénej analyze bakteridlnej DNA a amplifikacii $pecifickych génovych sekvencii pomocou
polymerazovej ret'azovej reakcie (PCR) (vid’. Tab. 2) [36].

Ako najvhodne;jsi pristup sa vSak astokrat javi metoda ,,polyfazovej taxonémie®, ktory
ako prvy pouzila Rita Colwell v roku 1970 [37]. Tato metdda zahina integraciu fenotypovych
a genotypovych tudajov ajej hlavnd vyhoda spociva v zahrnuti vSetkych zakladnych
morfologickych, fyziologickych a biochemickych vlastnosti, spolu s popisom genetického
profilu [38]. Vhodnou kombinaciou tychto dvoch analytickych metéd sa dokazu presne
Specifikovat’ jednotlivé bakteridlne kmene. Tymto spdsobom je mozné poskytnit’
zdravotnickym organom presné vyhodnotenie zdravotnych prinosov hlavne pri produktoch,

ktoré funguju na baze probiotik [36].

Tab. 2: Skumanie genetického profilu a analyza DNA [36]

Skumanie genetického profilu Techniky zaloZené na analyze DNA
1) Technika hybridizacie DNA-DNA 1) Gélova elektroforéza
2) Restrik¢éna analyza amplifikovane;j 2) PCR
ribozomalnej DNA 3) Polymorfizmus dizky
3) Sekvenovanie 16S a 23S amplifikovanych fragmentov
ribozomalnej DNA (rDNA) 4) Ribotypizacia
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2.5.1 Histéria vyvoja molekuliarnej biolégie

Historia molekularnej bioldgie a genetiky ma mnoho vyznamnych udalosti, kedy sa
vedci pomaly dopatrali k poznaniu 'udského genetického materialu [39]. Pociatky sa datuju od
roku 1865, kedy Gregor Johann Mendel objavil zakony dedi¢nosti. Tento rok sa udava ako
zlomovy v histérii biologie, nakol’ko sa bioldgia zacala menit’ na exaktni vedu [40]. Zakony
genetiky, ako ich sformuloval Mendel, boli porovnatelné so zakladnymi zakonmi
termodynamiky, a preto prilakali aj mnohych fyzikov k biologickému vyskumu [40]. Velmi
blizko Mendelovho objavu sa v roku 1869 zapisal do dejin molekularnej biologie aj §vajciarsky
lekar Friedrich Miescher, ktorému sa podarilo izolovat’ a identifikovat deoxyribonukleova
kyselinu (DNA) ako chemicku latku. Miescher tito dovtedy nepoznanti organicku latku
izoloval z jadier bielych krviniek a nazval ju nuklein [41].

Nasledujuce dekady vedcov zaujala tato nova a nepoznana latka. Zna¢ne neskor v roku
1944 Oswald Avery zistil, ze prave DNA nesie geneticky material a nie bielkoviny ako si
dovtedy spolo¢nost’ myslela [42]. Tento objav uputal pozornost’ aj Erwina Chargaffova, ktory
v roku 1950 uviedol, Ze proporcie obsiahnutych dusikatych baz v DNA sa riadia urcitym
zakonom [43]. Vsetky tieto hromadiace sa §tidie nakoniec doviedli Watsona a Cricka k objavu
dvojitej Spiraly DNA. Vysledok ich objavu bol publikovany 25. aprila 1953 [44] a sa stal
symbolom nielen bioldgie, ale dokonca aj modernej doby. Watson-Crickov model poskytol
vysvetlenie replikacie, Specifickosti a informacného obsahu genetického materidlu. Za tento

objav im bola v roku 1962 udelena Nobelova cena za fyziologiu [39].

Vodikové vazby

Obr. 4: Watson-Crickov model molekuly DNA (upravené) [45]
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2.5.2 Extrakcia DNA

Extrakcia DNA spolu s PCR patria medzi zakladné techniky vyuzivané v molekularnom
laboratoriu. Pri extrakcii DNA ide vSeobecne 0 metodu Cistenia DNA pomocou réznych
fyzikalnych a chemickych metdd, kde sa DNA izoluje od bunkovych membran, proteinov
a inych bunkovych zloziek [46]. Existuje mnozstvo metod extrakcie DNA, patria tu napriklad
tradiéné organické metody (fenol-chloroformova metdda) alebo rézne komeréné techniky
(DNA extrakéné kity) [47].

Postup organickej extrakcie DNA za pouzitia fenolu ako prvy publikoval Kirby v roku
1953, ktory ju pouzil na izolaciu DNA z tkaniv cicavcov [48]. Metdda tejto teraz uz zauzivane;j
extrakcie sa da zhrnat' do niekol’kych zakladnych krokov. V prvom kroku sa pripravuje tzv.
hruby lyzat bakteridlnych buniek, ktorého kroky spocivaji v nartSani bunkovych stien
pomocou enzymov (lyzozym) alebo detergentov (SDS), aby sa uvolnili molekuly DNA.
Nasledne sa DNA precistuje od kontaminantov pomocou enzymatickych krokov. Molekuly
DNA sa nasledne extrahuji pomocou fenol-chloroformovej metody, kde sa do organickej fazy
extrahuju bunkové makromolekuly a vo vodnej faze ostava cielova DNA. Této vodna faza
s DNA sa nasledne odoberie a opét’ sa extrahuje, no tentoraz uz za pouzitia roztoku zmesi
chloroform a izoamylalkohol. Kone¢ny krok zahifia vyzrazanie DNA pomocou 70% etanolu za

pritomnosti octanu sodného pri nizkych teplotach [48; 49].

2.5.3 Kvantifikacia nukleovych kyselin

Pre modernti molekularnu diagnostiku je dolezité presné stanovenie koncentracie
a ¢istoty nukleovych kyselin (NK), ktoré je potrebné na optimalne fungovanie zvolenych
molekularne-biologickych metéd. Stanovenie presnej koncentracie napomaha zabranit
zbytocnej spotrebe vzorky, zlepSuje reprodukovatelnost’ a taktiez aj spolahlivost’ vysledkov.
Na kvantifikdciu NK sa bezne vyuZzivaju dve optické technologie, kde patri spektrofotometrické
a fluorescen¢né stanovenie [50].

Spektrofotometrické stanovenie spociva v prechode UV svetla vzorkou, kedy sa meria
absorbancia pri $pecifickych vinovych dizkach - 230, 260 a 280 nm. NK kvéli konjugovanym
dvojitym védzbam vo svojich purinovych a pyrimidinovych kruhoch majt $pecificky absorpény
pik pri 260 nm, kedy teda nastava aj maximalna absorbancia NK (A260). Vysledna intenzita
tejto absorbancie je umerna koncentracii NK. Kontaminujuce proteiny vo vzorke maji toto
maximum pri vinovej dizke 280 nm (A280) [50].

Pomer absorbancii (A260/A280) pri vinovych dizkach 260 a 280 nm sa pouziva na

vyhodnocovanie miery Cistoty NK po vykonanej extrakcii. VSeobecne akceptovana hodnota
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pomeru pre Cisti DNA sa pohybuje okolo hodnoty ~1,8 a pre RNA ma tento pomer hodnotu
~2,0. Dodato¢ne sa k vyhodnocovaniu zaratava aj absorbancia pri 230 nm, ktora je vysledkom
d’alSich chemickych kontaminacii (hlavne kontaminacia fenolom), ktoré mohli nastat” pocas
extrakcie. Hodnoty A260/A230 pre ¢isté NK sa bezne pohybujt v rozsahu 2,0-2,2 [51].
Druhé, fluorimetrické stanovenie NK, zahffia pouzitie fluorogénnych farbiv (napr.
etidium bromid), ktoré sa selektivne viazu na DNA, RNA alebo protein. Po naviazani farbiva
na cielovi molekulu, farbiva excituju pri jednotnej vlnovej dizke a preto rézne koncentracie
DNA budu vykazovat’ rozdielnu intenzitu signalu. Signal je detegovany analyzou DNA oproti
vzorkam so znamou koncentraciou DNA na agar6zovom géle [50]. Vyhody tohto stanovenia
spocivajui v tom, Ze tato metdda je vel'mi citlivd (vhodna pre vel'mi zriedené vzorky s nizkou
koncentraciou DNA) a je presnd aj napriek pritomnosti kontaminacii. Nevyhody vSak spocivaja

v dizke kvantifikacie a pri tejto metode nie st poskytnuté informacie o &istote vzorky [52].

Tab. 3: Vyhodnotenie hodnot pomerov A260/4280 a A260/A230 [51]

Pomer Hodnota pomeru | Dosledok tychto hodnot
, e Kontaminacia proteinmi.
Nizka Velmi nizka koncentrécia NK (> 10 ng/ul)
e Vel'mi nizka koncentracia .
A260/A280 1t gu
, e Znecistenie RNA.
Vysoka ,
e Nutnost’ kontroly spektralneho profilu.
Nizka o Zyyskovy fenol z extrakcie NK alebo iné organické
¢inidlo.
A260/A230 e Meranie blanku na znecistenom podstavci.
Vysoka e Nespravne zvoleny blank (blank by mal mat’ rovnaku
hodnotu pH a iénovu silu ako roztok vzorky).

2.5.4 Polymerazova ret’azova reakcia

Za poslednych par dekad existuje len mélo objavov, ktoré moézu konkurovat’ PCR, ktora
bola vyznamnou inovaciou v biologickom a genetickom vyskume [53]. Bola vynajdena v roku
1983 americkym biochemikom Kary Mullisom, ktory za fiu ziskal patent uz v roku 1985. Za
tato pracu ziskal spolo¢ne s chemikom Michaelom Smithom v roku 1993 Nobelovu cenu
Vv oblasti molekularnej genetiky [54].

PCR modZeme povazovat za zdklad takmer vSetkého moderného molekularneho
klonovania [55]. Touto metédou je mozné rychlo a selektivne amplifikovat’ definovanti ciel'ova
sekvenciu NK, pomocou DNA polymerazy, primerov a nukleotidov [56]. Reakcia je I'ahko

realizovatel'na, lacnd, nenaroc¢na a jej jedinou poziadavkou je znalost’ nukleotidovych sekvencii
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zvoleného ciel'a. Okrem svojej jednoduchosti je taktiez vel'mi rychla, flexibilna, no aj citliva
[57]. Tato metdda moze generovat desiatky miliard kopii konkrétneho fragmentu DNA z
extraktu DNA (DNA templatu). Teplatom pre PCR reakciu moze byt v podstate akakol'vek

pozadovana sekvencia NK [58].

Opis a priebeh polymerazovej retazovej reakcie

Primery su kratke sekvencie nukleotidov, ktoré si navrhnuté tak, aby hybridizovali
s komplementarnymi vldknami $pecifickej NK (ich diZka je zvy&ajne 15 — 40 baz) [56]. Co sa
tyka DNA polymeraz, tak vPCR je najcastejSie vyuzivana termo-stabilna Taq DNA
polymeraza. Tato polymeraza je produkovana z extrémne-termofilnej baktérie Thermus
aquaticus, zijucej v horacich pramenoch. Jej optimalna teplota ¢innosti sa podla viacerych

zdrojov udéva na 72 °C, ¢o je taktiez aj teplota elongacie [57].

Priebeh typickej PCR reakcie pozostava z troch charakteristickych krokov, ktorymi su
denaturdcia, hybridizécia a elongécia. Produkty kazdého kroku tejto syntézy sliizia ako templat
pre nasledujuce kroky, ¢im sa dosahuje exponencialna amplifikacia [58]. Stru¢ny opis PCR
reakcie Vv jej typickych troch krokoch, podl'a znazornenia na Obr. 5:

1. Denaturacia zvyc€ajne prebieha pri teplote 94-96 °C [59]. V tejto faze dochadza

k denaturacii vodikovych vézieb a tym k rozdeleniu dvojvlaknovej DNA (dsDNA) na

dve jednovlaknové DNA (ssDNA) [53].

2. V nasledujicom kroku sa teplota znizuje na 40-68 °C [58], kedy nastava reformacia

vodikovych vizieb, ¢im dochadza k hybridizacii oligonukleotidového primeru [59].

3. Nakoniec sa teplota opdt’ zvysi na charakteristicku teplotu elongécie 72 °C, kedy sa
aktivuje Taq polymeraza [59]. Pri tejto teplote sa Taq polymeraza viaze na ssDNA a jej
volny 3’-koniec. Novy retazec denaturovej templatovej DNA sa syntetizuje v smere

5’-3" a pocet templatov DNA sa v priebehu jedného cyklu zdvojnasobi [58].
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Obr. 5: Schéma PCR reakcie (upravené) [60]
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Samotna PCR reakcia vS§ak moze byt v mnohych pripadoch nedostato¢na, ako napriklad
pri identifikacii vo vzorkach s nizkou koncentraciou DNA [61]. Preto su v praxi zname aj jej
viaceré obmeny, z ktorych spomenieme tie najzakladnejsie:

1. Reverzne transkripna PCR (RT-PCR) je druh reakcie, ktora ako katalyzator vyuZziva
reverznu transkriptdzu na syntetizovanie DNA z cielovych RNA sekvencii (hapr. pri
virusoch). RT-PCR sa uskutoc¢nuje ako jednokrokovy alebo dvojkrokovy test [62].

2. Kvantitativna PCR v readlnom case (real-time qPCR) bola vyvinuta uz v 80. rokoch
minulého storocia a jej princip je zalozeny na analyze génovej expresie pomocou vyuzitia
tzv. reporterového farbiva, ktory sa viaze na vysledny produkt a jeho pritomnost” indikuje
fluorescencnym signalom. Medzi ¢asto vyuzivané sondy na zafarbenie NK patri napriklad
etidium bromid a kyaninové farbivo SYBR Green [61]. Vyhoda tejto techniky spociva

V stanoveni poctu kopii danej ciel'ovej sekvencie vo vzorke. Na rozdiel od klasickych PCR
termocyklérov, termocykléry pre qPCR su schopné merat’ fluorescenciu po kazdom cykle.
Behom kazdého cyklu PCR je detegovana intenzita fluorescenéného ziarenia, ktora
odpoveda mnoZstvu amplikénu v reakénej zmesi [63]. Dalsou metédou dopliujiicou gPCR
je vysoko-rozliSovacia analyza kriviek topenia. Ide taktiez o vel'mi rychlu a citliva metodu
pre analyzu PCR produktov. Teplota topenia (Tm), je teplota, pri ktorej je polovica parov
baz disociovana a postupnou denaturdciou amplifikovanej DNA dochédza k zniZeniu

emisie fluorescencie [63].

Exponencidlny rast Faza platé
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Obr. 6: Amplifikacné krivky gPCR (upravené) [63]

17



Priprava PCR zmesi

Charakteristicky zaklad PCR zmesi tvoria oligonukleotidové primery, vysokokvalitna
Taq polymeraza, timivy roztok, deoxynukleotidy a sledovana matrica DNA. Vsetky spomenuté
zlozky su rozpustené v ultra-Gistej vode pre PCR. Hlavnou funkciou oligonukleotidovych
primerov a ich zakladnou vlastnostou je, Ze musia byt’ komplementarne k vlaknu templatovej
oblasti DNA. Tento pociato¢ny krok dizajnu primerov je rozhodujuci, pretoze ich spravne
navrhnutie zvy$uje uéinnost amplifikicie PCR [64]. Co sa tyka bliz§icho mechanizmu
nadvdzovania primeru na templat, tak je dolezité¢, aby 3 koniec primeru bol identicky
k templatovému vldknu, aby mohlo nastat’ prediZenie [65].

Samozrejme, zlozZenie tohto mixu zavisi aj na spdsobe vyuzitej PCR metddy. V pripade
vyuzitia RT-PCR tieto mixy naviac obsahuju aj chlorid hore¢naty (MgCl) a v pripade qPCR
sa aplikuju aj fluorescen¢né sondy (SYBR green) [66; 67]. Sposob pouzitia a zlozenia tychto
mixov sa liSi od dodéavatela k dodavatel'ovi, no ich objemy sa zvyc€ajne zhodujii a pohybuju sa

v rozmedzi 10 — 100 pl [58].

2.5.5 Gélova elekroforéza

Vyskum elektroforézy pre molekuly DNA zacal v roku 1964, kedy tri vyskumné
skupiny dokazali, ze separacia fragmentov DNA v elektrickom poli podla molekulovej
hmotnosti zavisi od gélovej matrice, v ktorej bola separacia uskutocnend. V praxi sa stretdvame
najcastejSie s dvoma druhmi gélov vyuzivanych pri elektroforéze, a to hlavne s agar6zovymi
a polyakrylamidovymi gélmi [68].

Agar6za je prirodny linedrny polymér pozostavajaci z opakovanych L- aD-
galaktozovych podjednotiek, ktory je izolovany z Cervenych morskych rias rodov Gelidium
a Gracilaria [69]. Molekuly agar6ézy maji pri vysokych teplotach S$truktaru nahodného
zvinutia, no po ochladeni tvoria Spirdlovité zvédzky drziace pohromade nekovalentnymi
viazbami, ¢o ma za nasledok schopnost’ gélovatenia [70]. Vyhodou tychto gélov je, ze sa
povazuju za netoxické, ich nalievanie je rychle a jednoduché a s postacujliice na separaciu
velkych a stredne velkych molekul NK. Nevyhody spocivaju hlavne vo vysokej cene agardzy
a separacii vzoriek s nizkou molekulovou hmotnost'ou, ktoré nedokdzu dobre identifikovat’

[71].
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H OH
Obr. 6: Struktiira agarézy [72]

Dal§imi vyuzivanymi st polyakrylamidové gély, ktoré st chemicky zosietované
polymeriza¢nou reakciou akrylamidu s ¢inidlom N,N'-metylénbisakrylamid. Této reakcia sa
radi medzi radikalové. Jej iniciatorom je zvycajne persiran amonny a katalyzatorom N,N,N',N'-
tetrametyletyléndiamin (TEMED) [68]. Hlavnymi vyhodami su, Ze ide o chemicky stabilny
a zosietovany gél, ktory je dobry na separdciu vzoriek s nizkou molekulovou hmotnostou.
Nevyhody spocivaju hlavne v narocnosti pripravy ataktiez ide o toxické monoméry

(neurotoxiny) [71].
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3 CIEL: PRACE

Hlavnym ciel'om tejto prace je identifikacia bakterialnej DNA z komeréne dostupnych
mlie¢nych vyrobkov pomocou molekularne biologickych metdd. Stucast’'ou tejto prace riesenie

nasledujucich bodov:

e Spisanie literarnej reSerSe k problematike probiotickych baktérii aich analyze
Vv potravinarskom a farmaceutickom priemysle.

e Zvladnutie techniky izolacie bakterialne] DNA z mlie¢nych potravinovych produktov.

e Kvantifikacia a kontrola kvality bakterialnej DNA.

e Zvladnutie techniky PCR a interpretécia jej vysledkov.

e Detekcia jednotlivych rodov a druhov baktérii obsiahnutych vo vybranych mlie¢nych

produktoch.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité mliecne vyrobky s obsahom probiotickych baktérii

Obr. 7: Pouzité mlie¢ne vyrobky
(A: Actimel, B: Selsky jogurt, C: Adidofilni mléko, D: Activia) [73; 74; 75; 76]

Tab. 4: Pouzité mliecne vyrobky a ich vyzivové udaje

Nazov produktu Actimel Ac1d0ﬁln£ ml¢ko z Activia Selsky
Valasska jogurt
Vyrobca Danone Mlekf’:’,m Valasske Danone Kunin
Mezirici, spol. s.r.o.
- Energia [kJ] 323 175 288 279
s Z Tuky [0] 1,6 3,6 3,4 3,8
‘= =2 |Z toho nasytené
S o
= E mastné kyseliny [g] 10 24 2.2 27
g T Sacharidy [g] 10,8 3,9 51 4,5
& S Z toho cukry [g] 10,8 3,9 51 3.4
2= | Bielkoviny [g] 3,0 3,1 4,5 3,7
Sol’ [g] 0,1 0,1 0,15 0,12
g |Vapnik [mg] 120 . 148 i
N P & (15 % RHP) (18 % RHP)
g Lo 0,21
E Vitamin B6 [mg] (15 % RHP) - - -
2
£ - 1,67
E Vitamin D [mg] (15 % RHP) - - -
=

21



Tab. 4: Pouzité mliecne vyrobky a ich vyzivové udaje (pokracovanie)

Nazov produktu Actimel ACIdOﬁlmv mieko z Activia .SelSky
Valasska jogurt
Vyrobca Danone Mle{{frfa Valasske Danone Kunin
Mezirici, spol. s.r.o.
BMK 20,0-10° + 4,0-10° +
o L. acidophilus Neuvedené 10%/g Neuvedené 10%/g
S L. casei + Neuvedené + Neuvedené
Bifidobacterium + 10%/g + 10%/g
S. thermophilus Neuvedené 10%/g Neuvedené | Neuvedené

4.2 Pouzité pomocky a pristroje

Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)
Laboratorne vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
Bacterial DNA Kit (OMNI International, Kannesaw, USA)

Centrifiga miniSpin (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Exikator (KIF LAB, Freiburg, Nemecko)
Thermo-Shaker TS-100 C (BioSan, Riga, Lotyssko)

Eppendorfove skimavky 1,5 ml a 0,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Mikropipety Discovery HTL (PZ, Varsava, Polsko)
Mikrovlnna rara PROLINE SM117 700 W

Minilncubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)

Omni DNA Mini kolony (OMNI International, Kannesaw, USA)

Zberné 2 skamavky (2 ml) (OMNI International, Kannesaw, USA)

Elektoforeticka vanicka a celkové zariadenie pre elektroforézu (OWL Buffer
Puffer™, Loughborough, VB)
Thermal Cycler Rotor-Gene 600 (Corbett Research UK Ltd, Cambridge, VB)

Transluminator Azure biosystems C200 (Dublin, Irsko)

Zdroj elektrického napitia pre elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,

Woodbridge, USA)

PCR box EuroClone (LAF Technologies, Austrdlia)

Laboratorne sklo (kadi¢ky, ty€inky, atd’.), plastové laboratorne pomocky a pod.
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4.3 Pouzité chemikalie a roztoky
Vsetky postupy pripravy roztokov boli vykonané na zaklade protokolu pani docentky

Aleny Spanovej a pana docenta Bohuslava Ritticha [77].

4.3.1 Chemikalie a roztoky potrebné na pripravu hrubého lyzatu buniek z mlie¢nych
vyrobkov

e Tris-HCI (Amaresco, Solon, USA)

e EDTA (Serva, Heidelberg, Nemecko)

e SDS (Sigma-Aldrich s.r.o., Saint-Louis, USA)

e NaOH (Pliva — Lachema a.s., Brno, CR)

e Lyzozym (Reanal Labor, Budapest, Madarsko)

e Proteinaza K (Sigma-Aldrich s.r.o., Saint-Louis, USA)

Priprava zasobného roztoku 1 M Tris-HCI (pH 7,8)

Bolo rozpustenych 121,1 g Tris-HClI v 800 ml destilovanej vody. Za vyuzitia
koncentrovanej kyseliny HCI bolo upravené pH roztoku na 7,8 — 8,0 a roztok bol nasledne
doplneny destilovanou vodou na objem 1 liter. Po rozdeleni roztoku do alikvotnych podielov

sa potom sterilizoval 20 mintt pri 121 °C.

Priprava roztoku proteinazy K (10 mg/ml)
Bolo rozpustenych 10 mg proteinazy K v 1 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok sa

uchovaval pri teplote -20 °C.

Priprava 20% zdsobného roztoku SDS
Bolo rozpustenych 20 g dodecyl sulfatu sodného (SDS) v 80 ml destilovanej vody za
sucasného zahrievania na 68 °C. Pomocou koncentrovanej kyseliny HCl bolo pH roztoku

upravené na hodnotu 7,0 a roztok bol nésledne doplneny destilovanou vodou na objem 100 ml.

Priprava lyzacného roztoku A
e 1M Tris-HCI (pH 7,8)
e 0,5MEDTA (pH 8,0)

Bolo zmieSanych 10 ml Tris-HCI s 1 ml EDTA. Roztok bol doplneny destilovanou
vodou na objem 100 ml.
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Priprava lyzacného roztoku B
K lyza¢nému roztoku A bol pridany lyzozym, aby celkovéa koncentracia pripraveného

roztoku bola 3,0 mg/ml.

4.3.2 Chemikalie a roztoky potrebné na izolaciu DNA pomocou fenol-chloroformovej
extrakcie

e FEtanol (Penta, Chrudim, CR)

e >89,0% Fenol (Sigma-Aldrich s.r.o., Saint-Louis, USA)

e Chloroform-izoamylalkohol v pomere 24:1 (Sigma-Aldrich s.r.o., Saint-Louis, USA)

e Octan sodny (Erba Lachema, s.r.o., Brno, C‘R)

Priprava TE pufiru
e 1M Tris-HCI (pH 8,0)
e 0,5MEDTA (pH 8,0)
Bolo zmiesanych 1 ml Tris-HCI s 0,2 ml EDTA aroztok bol doplneny destilovanou
vodou na objem 100 ml. Takto pripraveny roztok bol rozdeleny do alikvotnych podielov

a uschovaval sa pri -20 °C.

4.3.3 Chemikalie a roztoky potrebné na izolaciu DNA pomocou izola¢ného kitu
e Etanol (Penta, Chrudim, CR)
e 2-propanol (Sigma-Aldrich s.r.o., Saint-Louis, USA)
e BB pufor (OMNI International, Kannesaw, USA)
e CBH pufor (OMNI International, Kannesaw, USA)
e DLB pufor (OMNI International, Kannesaw, USA)
e DW pufor (OMNI International, Kannesaw, USA)
e EB pufor (OMNI International, Kannesaw, USA)

4.3.4 PCR komponenty

e PCR Ultra H,0 (Top-Bio, s.r.0., Praha, CR)

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

e Primery:
o F_eubaR_eub (Generi Biotech, Hradec Krdlové, CR)
o F_alllact a R_alllact (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
o Bif 164 a Bif 662 (Generi Biotech, Hradec Krdlové, CR)
o F_acididophilus a R_acidophilus (Generi Biotech, Hradec Krdlové, CR)
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4.3.5 Chemikalie a roztoky potrebné na prevedenie gélovej elektroforézy
e EIIDNA™ LD Green (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., Brno, CR)
e EIIDNA™ PS Green (Elisabeth Pharmacon, spol. s.r.o., Brno, CR)
e DNA standard, FastGene 50bp (Nippon Genetics Europe, Diiren, Nemecko)
e DNA standard, FastGene 1Kb (Nippon Genetics Europe, Diiren, Nemecko)
e FastGene Agar6za (Nippon Genetics Europe, Diiren, Nemecko)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
e EDTA (Serva, Heidelberg, Nemecko)
e Tris-HCI (Amaresco, Solon, USA)

Priprava TBE pufru (5X koncentrovany)
e 549 Tris-HCI
e 27,5 g kyseliny boritej
e 20ml0,5M EDTA (pH 8,0)
Vsetky uvedené komponenty boli rozpustené v 600 ml destilovanej vody, pH roztoku

bolo upravené pomocou 1 M NaOH na hodnotu 8,0 a celkovy objem bol doplneny na 1 L.

Priprava TBE pufru (0,5X koncentrovany)
0,5% koncentrovany TBE pufor sa pripravil z 5X koncentrovaného TBE pufru, ktory

bol zriedeny vodou v pomere 1:9.

Priprava agarozového gélu
e 1,0% gél bol pripraveny z 1,0 g agardzy, ktora bola rozpustena v 100 ml 0,5X
koncentrovaného TBE pufru.
e 18% gél bol pripraveny z 1,8 g agardzy, ktora bola rozpustena v 100 ml 0,5%

koncentrovaného TBE pufru.
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4.4 Metody

Vsetky pouzité metody boli vykonané na zaklade protokolu pani docentky Aleny
Spanovej a pana docenta Bohuslava Ritticha, ktoré boli prispdsobené potrebam pracoviska
[77].

4.4.1 Priprava bakterialnych buniek

K praci boli vyuzité bakterialne kultary lyofilizovanych druhov L. plantarum (CCM
7039), L. casei (CCM 7088), L. acidophilus (CCM 4833), L. pentosus (CCM 4619), L.
delbrueckii (CCM 7190), B. animalis (CCM 4988) a B. breve (CCM 7825). Lyofilizované
kultary boli rehydratované a naockované do tekutétho MRS média s cysteinom. Kultary boli
anaerobne kultivované v anaerostate pri 37 °C po dobu 48 hodin. Po 48 hodinach boli kultary

preockované do nového média. Po kultivacii nasledovala lyza a extrakcia bakterialnych buniek.

Lyza a extrakcia bakterialnych buniek

e Nalyzu bakteridlnych buniek bolo vyuzitych 1 ml bunkovej kultiry, ktora bola nasledne
centrifugovana pri 15 000 ot./min po dobu 5 minut v 1,5 ml Eppendorfovej skimavke.

e Supernatant bol opatrne zliaty a sa sediment sa nechal dobre odkvapkat’.

e Sediment sa resuspendoval v 1 ml lyza¢ného pufru.

e Suspenzia sa centrifugovala pri 15 000 ot./min po dobu 5 minut.

e K sedimentu sa pridalo 500 ul lyza¢ného roztoku A a dokonale sa resuspendovala.

e Vzorky sa nechali inkubovat’ 1 hodinu pri laboratérnej teplote a obCas sa premiesali.

e Po inkubdcii bolo k zmesi pridanych 12,5 pl 20 % SDS a 5 pl proteinazy K.

e Vzorky boli inkubované pri 55 °C do nasledujuceho dna.

Na extrakciu bakterialnej DNA pre kultaru L. plantarum (CCM 7039) bol pouzity
postup fenol-chloroformovej extrakcie aaj zrazanie DNA etanolom, ktoré su uvedené
v kapitole 4.4.2. Extrakcia bakterialnej DNA pre ostatné kultury prebichala podl'a protokolu
z OMNI bacterial DNA kitu, ktory je taktiez uvedeny v kapitole 4.4.2.

Gélova elektroforéza bakterialnej DNA
e Bol pripraveny 1,0% agarézovy gél, ktory bol prevareny v mikrovlnnej rure do uplného
rozpustenia agardzy.
e Po ochladnuti gélu priblizne na 60 °C bolo k nemu pridanych 5 ul farbiva PS Green.
e (G¢l bol nasledne dokladne premieSany, naliaty do elektroforetickej vaniCky

s hrebienkom a gél sa nechal tuhnut’ priblizne 30 minut.
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Po stuhnuti gélu bol z neho odobraty hrebienok a gél sa prelial 0,5x TBE pufrom,
priblizne 5 mm nad gél.

V mikroskumavke bolo zmiesanych 15 ul DNA s 5 ul nanasacieho pufru (PS Green).
Do jamiek gélu bol najprv nanesené 5 pl Standardu (FastGene 1Kb DNA) a po 20 ul
vzoriek zmieSanych s farbivom.

Po naneseni vsSetkych vzoriek sa elektroforéza nechala vyvijat 1,5 hodiny pri
konS$tantnom napiti 80 V.

Po ukonceni elektroforézy boli vysledky pozorované v UV transluminatore pri vinove;j

dizke 302 nm.

4.4.2 1zolacia bakterialnej DNA z mlie¢nych vyrobkov

Priprava hrubého lyzatu buniek z mliecnych vyrobkov

Najprv sa zhomogenizovali jednotlivé vzorky mlie¢nych vyrobkov v destilovanej vode
Vv pomere 1:1.

Vzorky sa scentrifugovali pri 14 000 ot./min po dobu 5 mint.

Supernatant sa opatrne zlial, premyl sa v1 ml destilovanej vody aopit bol
scentrifugovany pri 14 000 ot./min po dobu 5 minut.

Tento postup bol zopakovany 5x.

K sedimentu bol potom pridany 1 ml lyzaéného roztoku B, v ktorom bol sediment
resuspendovany.

Vzorky sa nechali inkubovat’ 1 hodinu pri laboratornej teplote a obcas sa premiesali.
Po inkubaécii bolo k zmesi pridanych 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinazy K.

Vzorky boli inkubované pri 55 °C do nasledujiceho dna.

Fenol-chloroformova extrakcia bakteridlnej DNA

K 500 pl pripraveného hrubého lyzatu z mlie¢nych produktov bol pridany rovnaky
objem fenolu a zmes sa opatrnym kyvavym pohybom premiesavala po dobu 4 minnt.
Zmes bola centrifugovana pri 15 000 ot./min po dobu 5 minnt.

Oddelena vodna faza s DNA bola odobrata do novej Eppendorfovej skumavky.
Odobrat4 vodna faza s DNA bola doplnena TE pufrom na objem 500 pl a nasledne bolo
pridanych 700 pl zmesi chloroform-isoamylalkohol. Zmes bola opit opatrnym
kyvavym pohybom premieSavand po dobu 4 mintt.

Zmes bola centrifugovana pri 15 000 ot./min po dobu 5 minut.

Vodna faza s DNA bola odobrata do novej Eppendorfovej skimavky.
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Zrazanie DNA pomocou etanolu

Bol zisteny objem vodnej fazy s DNA a vzorka bola pripadne doplnena TE pufrom na
400 pl.

K vzorke bolo pridanych 20 pl octanu sodného a zmes sa premiesala.

Nasledne bol pridany 1 ml 96% etanolu vychladeného na -20 °C azmes bola
premieSana. DNA sa zrazala 60 minut pri -20 °C.

Po vyzrazani DNA bola zmes centrifugovana pri 15 000 ot./min po dobu 15 minut.
Supernatant bol po centrifugacii opatrne zliaty a d’alej sa pracovalo len so sedimentom.
Sediment bol oplachnuty v 70% etanole a zmes sa opdt’ centrifugovala pri 15 000
ot./min po dobu 10 minut.

Sediment bol suseny v exikatore do uplného zbavenia zvyskového etanolu.

Po vysuSeni bola DNA rozpustena v 50 ul TE pufru a uschovavana pri 4 °C.

Izolacia bakteridlnej DNA pomocou OMNI Bacterial DNA Purification Kitu

Izolacia DNA prebichala pomocou protokolu, ktory bol pribaleny k OMNI Bacterial

DNA Purification kitu.

Na izolaciu bol vyuzity hruby lyzat z kapitoly 4.4.2.

200 pl hrubého lyzatu bolo napipetovaného do 1,5 mikrocentrifuga¢nej skimavky.
Nasledne bolo k hrubému lyzatu pridanych 220 pl BB pufru a obsah bol dokladne
zvortexovany a inkubovany pri 65°C po dobu 10 mint.

Po tomto ¢asovom useku bolo k zmesi pridanych 220 pl 100% etanolu a zmes bola
dokladne premieSana na vortexe.

Bola vloZzena Omni DNA Mini koléna do 2 ml zbernej skimavky.

Cely obsah pripravenej vzorky bol preneseny do Omni DNA Mini kolony aj vratane
zrazenin, ktoré mohli v priebehu vzniknut’.

Obsah bol centrifugovany pri 10 000 otackach behom 1 minuty.

Filtrat so zbernou skimavkou bol odstraneny a koléna bola vlozena do novej 2 ml
zbernej skimavky.

Bolo pridanych 500 pul CBH pufru a vzorka bola centrifugovana pri 10 000 otackach po
dobu 1 mindty.

Filtrat bol odstraneny, 2 ml zberna skimavka bola znovu pouzita a do nej bola naspat’

vlozena kolona.
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Bolo pridanych 700 ul DW pufru a vzorka bola centrifugovana pri 10 000 otac¢kach po
dobu 1 minauty.

Filtrat bol odstraneny, 2 ml zberna skimavka bola znovu pouzita a do nej bola naspéat’
vlozena kolona. Krok s pridanim DW pufru sa eSte raz zopakoval.

Nasledne bol centrifugovany ¢isty filter pri 10 000 otackach po dobu 2 mintt.

Filter bol vlozeny do novej 2 ml zbernej skimavky.

Nakoniec bolo pridanych 50 pl EB pufru vyhriateho na 65 °C aobsah bol
scentrifugovany pri 10 000 otaCkach po dobu 1 minuty, aby vznikol ¢o najlepsi eluat
DNA. Tento krok bol zopakovany dvakrat.

Eluat DNA bol skladovany pri -20 °C.

4.4.3 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie DNA

Koncentracia a Cistota izolovanej DNA bola merana spektrofototometricky pomocou

pristroju NanoDrop 2000. Pristroj meral absorbanciu pri vinovych dizkach 230, 260 a 280 nm.

Pristroj disponuje softvérom, ktory sim vyhodnotil koncentraciu vzorky a jej Cistoty na zéklade

vyhodnotenia pomerov A260/A280 a A260/A230. Ako referencna vzorka pre fenol-

chloroformovu extrakciu bol pouzity 1 ul TE pufru a pre izolaciu pomocou OMNI Bacterial

DNA Purification kitu to bol 1 ul EB pufru. Vsetky vzorky boli nanasané taktiez o takomto

objeme.

4.4.4 Polymerazova ret'azova reakcia

Vsetky komponenty urc¢ené k PCR boli pred pouZitim premieSané a scentrifugované.

Z komponentov 1. — 5. potrebnych na amplifikaciu DNA (vid’. Tab. 5) bola pripravena
zmes (tzv. master mix). Master mix sa pripravuje zmieSanim vSetkych komponentov
Vv stanovenom poradi, ktoré su vyndsobené poctom stanovovanych vzoriek.

Master mix bol pripraveny do 1,5 ml Eppendorfovej skimavky apo dokladnom
scentrifugovani bol rozpipetovany do mensich 200 pl Eppendorfovych skimavok po
24 pl.

Nakoniec bola do kazdej Eppendorfovej skimavky napipetovand pozadovana matrica
DNA.

ZmieSanim Master mixu a pozadovanej DNA sme dostali 25 pul PCR zmesi.

Na pozitivne kontroly boli vyuzité purifkované DNA matricovych kultar uvedenych
v kapitole 4.4.1 a na negativnu kontrolu bola vyuzita voda pre PCR. Tieto zlozky boli

do reak¢nej zmesi dodané namiesto matrice DNA z mliecnych vyrobkov.
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Vsetky komponenty boli premieSané, scentrifugované a vlozené do termocykléru
s predvolenym nastavenim (vid’. Tab. 7).
Po skonc¢eni programu boli PCR zmesi vyuzité k detekcii PCR produktov pomocou

gélovej agardzovej elektroforézy alebo boli uschovavané pri — 20 °C.

Tab. 5: Komponenty na pripravu zmesi pre qQPCR

Poradie Komponent Objem (ul)

1. gPCR2xSYTO-9 12,5
2 Primer 1 1,0
3 Primer 2 1,0
4. PCR Ultra H20 9,5
5 Matrica DNA 1,0

Celkovy objem 25,0

Pouzité primery

Pre doménu Bacteria boli pouzité Specifické primery F_Eub a R_Eub.

Pre rod Lactobacillus boli pouzité Specifické primery F_Alllact a R_Alllact.

Pre rod Bifidobactarium boli pouzité Specifické primery Bif 164 a Bif 662.

Pre druh Lactobacillus acidophilus boli pouzité Specifické primery F_Acidophilus
(F_Acid.) a R_Acidophilus (R_Acid).

Sekvencie vsetkych pouzitych primerov st uvedené v Tab. 6.

Tab. 6: Pouzité primery pre PCR

Primery Sekvencia primeru (5" - 3) Ve;’:?cis:’kleR Zdroj
Doména Bacteria
F Eub TCC TACGGG AGGCAGCAGT
R_Eub GGA CTACCA GGG TATCTAATC 466 bp [78]
CTGTT
Rod Lactobacillus
F Alllact TGGATGCCT TGG CAC TAG GA
R _Alllact AAATCT CCG GAT CAAAGCTTA 92 bp [78]
CTTAT
Rod Bifidobacterium
Bif 164 GGG TGG TAATGC CGG ATG 523 bp [79]

Bif 662 CCACCG TTA CAC CGG GAA
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Tab. 6: Pouzité primery pre QPCR (pokracovanie)

Primery Sekvencia primeru (5" - 37) Ve;:;ods:kliSR Zdro]
Druh L. acidophilus
F_Acid. GAA AGA GCC CAA ACC AAG TGA
TT
R_Acid. CTT CCCAGATAATTC AAC TAT 85 bp [78]
CGCTTA

Amplifikacné programy pre jednotlivé primery
Pred zacatim PCR reakcie bol pre kazdy pouZity primer ndjdeny v literature poZzadovany

amplifikacny program [78; 79]. VSetky pozité programy st uvedené v Tab. 7.

Tab. 7: Amplifikacny program termocykléru [78; 79]

) Teplota .
Primery Krok Cas (-) | Pocet cyklov (-)
(°C)
Pociato¢na denaturacia DNA 95 5 min Prvy krok
Denaturacia DNA 95 1 min
F_Eub .
Hybridizacia primerov 55 30s 35
R_Eub
Syntéza retazca DNA 72 30s
Kone¢né dosyntetizovanie DNA 72 5 min Posledny krok
Pociatocna denaturacia DNA 94 5 min Prvy krok
E Alllact Denaturacia DNA 94 30s
R_Alllact Hybridizacia primerov 55 30s 30
Syntéza retazca DNA 72 1 min
Konec¢né dosyntetizovanie DNA 72 5 min Posledny krok
Pociatocnd denaturacia DNA 95 5 min Prvy krok
) Denaturacia DNA 95 1 min
Bif 164 _
) Hybridizacia primerov 55 1 min 30
Bif 662 :
Syntéza retazca DNA 72 2 min
Konec¢né dosyntetizovanie DNA 72 10 min Posledny krok
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Tab. 7: Amplifikacny program termocykléru (pokracovanie) [78; 79]

] Teplota .
Primery Krok Cas (-) | Pocet cyklov (-)
°O)
Pociatocnd denaturacia DNA 94 5 min Prvy krok
) Denaturacia DNA 94 30s
F_Acid.
) Hybridizéacia primerov 55 30s 30
R_Acid. _
Syntéza retazca DNA 72 1 min
Konec¢né dosyntetizovanie DNA 72 5 min Posledny krok

4.4.5 Gélova elektroforéza PCR produktov

Bol pripraveny 1,8% agar6zovy gél, ktory bol prevareny v mikrovinnej rire do Gplného
rozpustenia agarozy.

Po ochladnuti gélu priblizne na 60 °C bolo k nemu pridanych 5 pl farbiva PS Green.
Gél bol nasledne dokladne premieSany a naliaty do elektroforetickej vanicky s
hrebienkom.

G¢l sa nechal tuhnuat’ priblizne 30 minaut.

Po stuhnuti gélu bol z neho odobraty hrebienok a gél sa prelial 0,5x TBE pufrom,

priblizne 5 mm nad gél.

Nandasanie PCR produktov

Vzorky na elektroforézu boli pripravené z celkového mnozstva 25 pl PCR produktu, ku
ktorému bolo pridanych 5 pl farbiva pre elektroforézu (LD Green).

Zmes sa nechala odstat’ priblizne 10 minut, aby sa farbivo dostato¢ne naviazalo na PCR
produkt.

Do jamiek gélu bol najprv nanesené 5 ul Standardu (FastGene 50bp DNA) a 15 ul PCR

produktov zmieSanych s farbivom (vratane negativnej a pozitivnej kontroly).

Priebeh elektroforézy

Po naneseni vsetkych vzoriek sa elektroforéza nechala vyvijat' 1,5 hodiny pri
konStantnom napiti 80 V.

Po ukonceni elektroforézy boli vysledky pozorované v UV transluminatore pri vinove;j

dizke 302 nm.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava bakterialnych buniek

Bakterialne kultary lyofilizovanych druhov L. plantarum (CCM 7039), L. casei (CCM
7088), L. acidophilus (CCM 4833), L. pentosus (CCM 4619), L. delbrueckii (CCM 7190), B.
animalis (CCM 4988) a B. breve (CCM 7825) boli poskytnuté veducim bakalarskej prace.
Vsetky kultury boli kultivované za anaerébnych podmienok v MRS médiu s cysteinom po dobu
48 hodin a pri teplote 37 °C. Po 48 hodinach bol vo vsetkych skumavkach sledovany zékal,
ktory symbolizoval narast bakteridlnych kultar. VSetky kultury boli nasledne po 48 hodinach
preockované do novych médii, kde kultivacia prebiechala za rovnakych podmienok a bol
sledovany narast bakteridlnych kultur. Nakoniec bola izolovanad bakteridlna DNA, ktora
v pripade kultary L. plantarum prebiehala pomocou fenol-chloroformovej extrakcie
s naslednym zrazanim DNA v 70 % etanole. Ostatné kultiry boli izolované pomocou OMNI
Bacterial DNA Kkitu. Takto pripravena bakterialna DNA pre jednotlivé druhy bola nasledne
podrobena gélovej elektroforéze (vid. Obr. 8 a9). V nasledujicom priebehu prace bola

pouzivana ako pozitivna kontrola pri prevadzani Specifickej PCR. U vsetkych vzoriek

bakteridlnych druhov bola zaznamenana genomova DNA.

Vysvetlivky:
S Standard (1Kb DNA)
1.-4. L. plantarum

Obr. 8: Gélova elektroforéza bakterialnej DNA (L. plantarum)
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Vysvetlivky:
S Standard (1Kb DNA)

B. animalis

=

L. casei

B. breve

L. acidophilus
L. pentosus

L. delbrueckii

o g~ w N

Obr. 9: Gélova elektroforéza bakterialnej DNA jednotlivych kultir

5.2 Izolacia bakterialnej DNA z mlie¢nych vyrobkov

K praci boli vyuzité Styri mlieCne vyrobky: Acidofilné mlieko, Actimel, Activia
a Selsky jogurt. Zo vSetkych vzoriek boli najprv pripravené hrubé lyzaty (vid'. kapitola 4.4.2),
z ktorych bola izolovana bakterialna DNA pomocou klasickej fenol-chloroformovej extrakcie

a na porovnanie bola prevedena aj izolacia pomocou OMNI Bacterial DNA kitu.

Izolacia bakteridlnej DNA pomocou fenol-chloroformovej extrakcie

Z pripravenych hrubych lyzatov jednotlivych mliecnych produktov bolo odobratych
zakazdym 500 pl, ktoré boli nasledne pouzité na fenol-chloroformovu extrakciu bakteridlne;
DNA. Hned po extrakcii bolo vykonané etanolové zrdzanie DNA. Vzorky boli néasledne

rozpustené v 50 pl TE pufru a skladované pri 4 °C do nasledujuce;j prace.

Izolacia bakteridlnej DNA pomocou OMNI Bacterial DNA kitu

Na porovnanie bola vykonana aj izolacia bakterialnej DNA pomocou komerc¢ného
OMNI Bacterial DNA kitu. Na pracu bolo pouzitych 200 ul pripraveného hrubého lyzatu
jednotlivych produktov a postup izolacie prebiehal na zéklade pribaleného protokolu od
vyrobcu. Vzorky boli rozpustené v 100 pl EB pufru, ktory bol suc¢ast'ou balenia OMNI Bacterial
DNA kitu. Takto pripravené vzorky boli skladované pri — 20°C.

Spektrofotometrickeé stanovenie koncentrdcie a cistoty izolovanej DNA

Koncentracia a Cistota bakteridlnej DNA, izolovanej pomocou klasickej fenol-
chloroformovej metéody a komercnej metdody pomocou OMNI Bacterial DNA kitu, bola

spektrofotometricky stanovena v UV oblasti pristrojom NanoDrop 2000. Cistota izolovanej
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DNA bola stanovena na zaklade pomerov absorbancie pri $pecifickych vinovych dizkach 230,

260 a 280 nm. Vysledky st uvedené v Tab. 9 a 10.

Tab. 8: Znacenie vzoriek

Pouzita extrakcia

Produkt Fenol-chloroform  DNA komer¢ny kit
Acidodilné mliecko 1 Ac 2_Ac

Actimel 1 Act 2_Act

Activia 1 Activ 2_Activ

Selsky jogurt 1SJ 2 SJ

Tab. 9: Spektrofotometrické stanovenie pre fenol-chloroformovii extrakciu

Produkt A260 [-] A280[] A260/A280[] A260/A230[-] ¢ [ng/pl]

1 Ac 7,937 4,616 1,72 0,58 396,9
1 Act 0,425 0,287 1,48 0,21 21,3
1_Activ 0,785 0,525 1,50 0,73 39,2
13S8J 0,707 0,435 1,63 0,50 35,3

Tab. 10: Spektrofotometrciké stanovenie pre izolaciu Omni Bacterial DNA Purification Kitu
Produkt A260[-] A280[-] A260/A280[-] A260/A230[-] c [ng/pl]

2_Ac 0,214 0,124 1,73 1,82 10,7
2_Act 0,523 0,428 1,22 0,82 26,2
2_Activ 0,275 0,148 1,86 1,11 13,8
2.SJ) 0,622 0,403 1,54 1,37 31,1

Zriedenie DNA na koncentraciu 10 ng/ul

Koncentracia matric DNA bola pre vSetky vzorky mlie€nych vyrobkov zriedena
priblizne na koncentraciu 10 ng/ul kvoli a€elom qPCR. Riedenie DNA izolovanej pomocou
fenol-chloroformovej metddy prebiehala pomocou TE pufru a v pripade komeréného kitu bol

na riedenie vyuzity EB pufr. Takto zriedené vzorky boli vyuzité pre qPCR analyzy.

5.3 Specificka real-time PCR pre doménu Bacteria

Na overenie pritomnosti domény Bacteria vo vzorkach Acidofilného mlieka, Actimelu,
Activie a Selského jogurtu bola vyuzita Specificka kvantitativna real-time PCR (gPCR). Na
pracu boli vyuzité primery F_Eub a R _Eub, kde velkost ich PCR produktov bola podla
literatiry ocakavana na 466 bp [78]. Na pozitivnu kontrolu bola pouzita kultaira CCM 7039 L.
plantarum. Detekcia PCR produktov zo vzoriek vybranych mlie¢nych vyrobkov pre izolaciu
pomocou fenol-chlorofomovej metddy a izolaciu pomocou komeréného kitu st znazornené na

Obr. 10. Standard o vel’kosti 50 bp bol nanasany o objeme 5 ul a PCR produkty vzoriek, vratane
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pozitivnej a negativnej kontroly, boli nanasané o objeme 15 ul. Takmer pre vSetky PCR

produkty bola zaznamenana vel'mi vysoka intenzita detekcie.

) - - - — e - S <- 466 bp

Obr. 10: Gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre doménu Bacteria

Tab. 11: Detekcia PCR produktov pre
doménu Bacteria

Nazov Znacka Detekcia PCR
produktu
Standard (50bp) S
Poz. kontrola Pk +++
Neg. kontrola Nk - .
g - Vysvetlivky:

Fenol-chloroformova extrakcia
1 Ac 1. ++ +++  Vel'mi vysoka detekcia PCR
1_Act 2. o produktu
1_Activ 3. Tt ++ Vysoka detekcia PCR produktu
1S 4, +++

DNA izolaény kit + Nizka detekcia PCR produktu

2_Ac S. T+t - PCR produkt nedetekovany
2_Act 6. ++ .
2 Activ 7 it Pk Pozitivna kontrola: L. plantarum
2_SJ 8 ++ Nk  Negativna kontrola: voda pre PCR

Analyza amplifikacnych kriviek domény Bacteria

Na Obr. 11 su zaznamenané amplifikaéné krivky, ktoré znazoriuji priebeh qPCR
reakcie. Najvicsiu amplifikacn schopnost’ vykazovali vzorky, ktoré boli izolované pomocou
komeréného kitu (2_Ac, 2_Activ a 2_SJ), ktorych prahovy bod (Ct) bol zaznamenany uz v 14.

cykle. Dalej nasledovali vzorky izolované fenol-chloroformovou metédou (1 _Act, 1 SJ,
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1 Activ) s Ct priblizne v 20. cykle a nakoniec pozitivna kontrola so vzorkami 1_Ac a 2_Act
s Ctaz v 24. cykle.

60

50 1

40 -

30 1

20 A

Fluorescencia

10 A

0

5 10 15 20 25 30 35
Pocet cyklov

— Nk Pk —1 AcC 1 Act 1 Activ
—1 9] 2 Ac 2_Act 2_Activ 2.8

Obr. 11: Amplifikacné krivky produktov pre doménu Bacteria

Analyza kriviek topenia domény Bacteria

Behom procesu qPCR boli zachytené krivky topenia Specifickych PCR produktov, ktoré
st znazornené na Obr. 12. Boli detegované dva piky, kde prvy pik s teplotou topenia 78-78,5 °C
znazorioval vznik dimérov primerov (PD) adruhy detegovany pik vykazoval vznik
$pecifickych produktov pri vysSich teplotach topenia v rozmedzi 88-90 °C. Len v pripade
pozitivnej kontroly a vzorky 1 _Ac pik vzniku PD presahoval pik $pecifickych produktov, ¢o sa

na gélovej elektroforéze prejavilo Smuhami na spodnej Casti agardézového gélu.

—Nk
— Pk
—1_Ac
—1_Act

- dF/dT

—1 Activ
—_1 9]

2 Ac

2 Act
—2_Activ

70,5 75,5 80,5 85,5 90,5 95,5 —2.3)
Teplota (°C)

Obr. 12: Krivky topenia produktov pre doménu Bacteria
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5.4 Specificka real-time PCR pre rod Lactobacillus

Na overenie pritomnosti rodu Lactobacillus vo vzorkach bola vyuzita rodovo Specificka
gPCR. Na pracu boli vyuzité primery F_Alllact a R_Alllact, kde velkost’ PCR produktov bola
podla literatiry ocakavana na 92 bp [78]. Na Obr. 13 je znazornena gélova elektroforéza PCR
produktov jednotlivych druhov rodu Lactobacillus, ktoré boli pouzité ako pozitivne kontroly
na overenie priebehu rodovo Specifickej qPCR. Na Obr. 14 je uz zachytena gélova elektroforéza
PCR produktov zo vzoriek vybranych mliecnych produktov, kde bola pouzitd na pozitivnu
kontrolu kultara CCM 7039 L. plantarum. Vo vsetkych vzorkach mlie¢nych produktov bola

potvrdena pritomnost’ rodu Lactobacillus.

Pki1 Pk2 Pk3 Pk4 Pks

Obr. 13: Gélova elektroforéza PCR produktov pozitivnych kontrol Specifickych pre rod
Lactobacillus
Tab. 12: Detekcia PCR produktov

pozitivnych kontrol pre rod Lactobacillus Vysvetlivky:
i . Detekcia PCR ) , .
Nazov Znacka produktu +++  Vel'mi vysoka detekcia PCR
Standard (50bp) S produktu
Neg. kontrola Nk - ++  Vysoka detekcia PCR produktu
L. casei Pk 1 +++
L. acidophilus Pk 2 + + Nizka detekcia PCR produktu
L. pentosus Pk 3 + - PCR produkt nedetekovany
L. delbrueckii Pk 4 +
L. plantarum Pk 5 + Nk  Negativna kontrola: voda pre PCR
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Obr. 14: Gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre rod Lactobacillus

Tab. 13: Detekcia PCR produktov pre rod
Lactobacillus

Nazov Znacka Detekcia PCR
produktu

Standard (50bp) S

Poz. kontrola Pk ++

Neg. kontrola Nk —

Fenol-chloroformova extrakcia

1_Ac 1. +
1 Act 2. +
1 Activ 3. +
1 SJ 4. +
DNA izolaé¢ny kit
2_Ac S. +
2_Act 6. +
2_Activ 7. +
2_SJ 8 +

Vysvetlivky:

+++  Vel'mi vysoka detekcia PCR
produktu

++ Vysoka detekcia PCR produktu
+ Nizka detekcia PCR produktu

- PCR produkt nedetekovany

Pk Pozitivna kontrola: L. plantarum

Nk  Negativna kontrola: voda pre PCR
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Analyza amplifikacnych kriviek rodu Lactobacillus

Na Obr. 15 su znazornené amplifikacné krivky pre jednotlivé druhy rodu Lactobacillus.
Druh Pk 1 vykazoval najlepsiu mieru amplifikovatel'osti, pretoze jeho Ct za¢inal uz v 13. cykle
a dosahoval aj najvacsiu mieru fluorescencie. Dalej nasledovali vzorky Pk 3, Pk 4 a Pk 5 s Ct
priblizne v 19. cykle. Najneskor zacala amplifikacia vzorky Pk 5, ktora sa zacala az v 21. cykle.
Na Obr. 16 su znazornené amplifikacné krivky jednotlivych mlie¢nych vyrobkov, kde bol Ct
zaznamenany u vacSiny vzoriek pri 23. cykle. Jedine v pripade vzorky 1 Act zacala

amplifikacia v 21. cykle.

18
16 A
14 A
12 A
10 A

Fluorescencia

o N B OO
1

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Pocet cyklov

— Nk Pkl ———Pk2 —Pk3 Pk4 —=—Pk5

Obr. 15: Amplifikacné krivky produktov pozitivaych kontrol rodu Lactobacillus

30

25 A

20 1

15 A

10 A

Fluorescencia

5 m

0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Pocet cyklov

— Nk — Pk —1 AcC 1 Act 1 Activ
—_—1 9] 2 Ac ——2 Act 2_Activ 2 8]

Obr. 16: Amplifikacné krivky produktov pre rod Lactobacillus
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Analyza kriviek topenia rodu Lactobacillus

Na Obr. 17 st zndzornene krivky topenia pre jednotlivé pozitivne kontroly, z ktorych je
zrejmé, ze pri teplote cca 76,5 °C bol detegovany vznik PD a Specifické produkty boli
zaznamenané pri teplotach v rozmedzi 83,0-85 °C. Takmer u vSetkych vzoriek presahoval pik
PD nad pikom Specifickych produktov, ¢o sa prejavilo vznikom Smuhy na gélovej elektroforéze
(vid’. Obr. 13 a 14). Len v pripade vzorky Pk 1 dominoval $pecificky produkt, ¢o sa odzrkadlilo
aj na vizualizacii, kde Smuha symbolizujica PD nie je az takd zretelnd. Tento jav je
pozorovatel'ny aj pri negativnej kontrole.

Na Obr. 18 st znazornené krivky topenia mlie¢nych produktov, kde prvy pik deteguje
PD pri 76 °C a druhy zaznamenava Specifické produkty v rozmedzi 82,5-84 °C. V tomto
pripade vSade dominovali PD, ¢o sa odzrkadlilo aj na gélovej elektoroforéze. Detekcia PCR

produktov bola vel'mi nizka so zachytenymi Smuhami dimérov.

3,5
3 i
2,5 A
— Nk
5 2 Pk 1
L
© 15 A ——Pk 2
Pk 3
l m
Y ——Pk 4
05 1= —Pk5
O T T T T T T - T T T
60,5 64,5 68,5 72,5 76,5 80,5 84,5 88,5 92,5 96,5
Teplota (°C)
Obr. 17: Krivky topenia produktov pozitivnych kontrol rodu Lactobacillus
—Nk
— Pk
—1 Ac
5 —1 Act
[ )
© —1 Activ
—1]
2_Ac
——2 Act
—2 Activ
64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 8 8 90 92 94 2 5]

Teplota (°C)

Obr. 18: Krivky topenia produktov pre rod Lactobacillus
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5.5 Specificka real-time PCR pre rod Bifidobacterium

Na overenie pritomnosti rodu Bifidobacterium vo vzorkach bola vyuzitd rodovo
Specificka qPCR s primermi Bif 164 a Bif 662, kde velkost PCR produktov bola podla
literatury o¢akavana na 523 bp [80]. Na pozitivnu kontrolu bola pouzita kultira CCM 4988
B. animalis a CCM 7825 B. breve. Detekcia PCR produktov pomocou gélovej elektroforézy
pre obe extrakéné metody DNA je znazornena na Obr. 19. Vel'mi vysoka detekcia PCR
produktu bola zaznamenana pri oboch pozitivnych kontrolach a aj pri vzorkach 1 _Act, 1_Activ
a2 Activ. Menej intenzivna bola detekcia PCR produktov vzoriek 1 SJ, 2 Ac, 2_Acta 2_SJ.
Len v pripade vzorky 1 _Ac nebol detegovany produkt.

§ Nk Pki Pk2

Obr. 19: Gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre rod Bifidobacterium

Tab. 14: Detekcia PCR produktov pre rod
Bifidobacterium

Detekcia PCR

Nazov Znacka oroduktu
Standard (50bp) S
Poz. kontrola Pk 1,2 +++
Neg. kontrola Nk - Vysvetlivky:
Fenol-chloroformova extrakcia T++  Velmi vysoka detekeia PCR
1 Ac 1 — produktu
1_Act 2. +++ ++  Vysoka detekcia PCR produktu
1_Activ 3. +++ _
1_S J 4 ++ + Nizka detekcia PCR produktu
DNA izola¢ny kit - PCR produkt nedetekovany
2_AC > o Pk 1 Pozitivna kontrola: B. animalis
2 Act 6. ++
2_Activ 7. +++ Pk 2 Pozitivna kontrola: B. breve
2 SJ 8 ++

Nk  Negativna kontrola: voda pre PCR
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Analyza amplifikacnych kriviek rodu Bifidobacterium
Pozitivna kontrola Pk 1 vykazovala vysoku mieru amplifikovatelnosti s Ct v 11. cykle
a taktieZ aj s vysokou fluorescen¢nou odozvou. O nieCo neskér, priblizne v 15. cykle, bola
zaznamenana aj druha pozitivna kontrola Pk 2. Vzorky 1 Act, 1_Activ a2 Activ sa zacali
amplifikovat’' v 17. cykle, vzorky 1_SJa 2_Ac az v 26. cykle, a nakoniec bol sledovany mierny
narast u vzoriek 1_SJa 2_Act v 26. cykle.
70

60 o
S 50 A

_—

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

o

Pocet cyklov
——Nk Pkl ——Pk?2 1 Ac 1 Act 1_Activ
—1 9] 2 Ac 2 Act 2 Activ 2 S

Obr. 20: Amplifikacné krivky produktov pre rod Bifidobacterium

Analyza kriviek topenia rodu Bifidobacterium

V tomto pripade uz nebol zaznamenany markantny vznik PD ako tomu bolo pri doméne
Bacteria arode Lactobacillus. Teplota topenia primerov pre pozitivne kontroly a jednotlivé
vzorky bola zaznamenana vrozmedzi 56-58 °C. Specifické produkty spolu sPk 1
zaznamenavali jednotnl teplotu topenia 92 °C, len v pripade pozitivnej kontroly Pk 2 bola

zaznamenana pri 91 °C.

10
9 —Nk
8 Pk 1
7 —Pk 2
— 6 —1_Ac
k=)
L 5 —1 Act
°
o4 —1 Activ
3 —_1 )
2 2 Ac
1 —2 Act
0 ——2_Activ
52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96 5 s

Teplota (°C)
Obr. 21: Krivky topenia produktov pre rod Bifidobacterium
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5.6 Specificka real-time PCR pre druh Lactobacillus acidophilus

Na druhovo $pecificka qPCR boli vyuzité primery F_Acidophilus a R_Acidophilus, kde
velkost PCR produktov bola o¢akavana na 85 bp [78]. Na pozitivnu kontrolu bola pouzita
kultira CCM 4833 L. acidophilus. Detekcia PCR produktov pomocou gélovej elektroforézy je
znazornena na Obr. 23. Pre vsetky vzorky izolované pomocou DNA kitu bola zaznamena
detekcia PCR s najvyssou intenzitou pri vzorkach 2 Ac a 2_SJ. V pripade izolacie pomocou
fenol-chloroformovej metody bol PCR produkt detegovany len pri vzorke 1 SJ a ostatné vzorky

neboli detegované.

Obr. 22: Gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh L. acidophilus

Tab. 15: Detekcia PCR produktov pre druh

L. acidophilus
Nazov Znacka Detekcia PCR
produktu
Standard (50bp) S
Poz. kontrola Pk ++
Neg. kontrola Nk - .
Fenol-chloroformova extrakcia Vysvetlivky:
T A 1 +++  Velmi vysoka detekcia PCR
e ' B produktu
1 Act 2. —
1 Activ 3. — ++  Vysoka detekcia PCR produktu
1S 4 i + Nizka detekcia PCR produktu
DNA izolaé¢ny kit
2 Ac 5. i — PCR produkt nedetekovany
2_Act 6. + Pk  Pozitivna kontrola: L. acidophilus
2_Activ 7. +
23] Nk  Negativna kontrola: voda pre PCR
- 8 ++
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Analyza amplifikacnych kriviek druhu L. acidophilus

Pouzitd pozitivna kontrola vykazovala vel'mi dobra schopnost’ amplifikacie uz v 14.
cykle (vid'. Obr. 24). Dalej nasledovali vzorky 2 Ac, 1_SJa2_SJv 22. cykle, vzorka 2_Activ
v 25. cykle a nakoniec vzorka 2_Act s Ct v 26. cykle.
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N N
o (63}
1 1
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=
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1
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0 T T T T T T T T T T T T T 1
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Pocet cyklov
——NKk  =——Pk ——1 Ac 1_Act 1_Activ
—1SJ 2_Ac 2 Act 2_Activ 2.SJ

Obr. 23: Amplifikacné krivky produktov druhu L. acidophilus

Analyza kriviek topenia druhu L. acidophilus
Pri teplote cca 58 °C bol detegovany vznik PD a Specifické produkty boli zaznamenané
pri teplote priblizne 81,5 °C. Aj napriek tomu, Ze na Obr. 25 boli zaznamenané krivky topenia

PD, tieto vedl'ajSie produkty sa ndm neobjavili na gélovej elektroforéze (vid’. Obr. 23).

4
35 —Nk
3 —Pk
_ 25 —1_Ac
k=) —1_Act
L 2 .
° —1 Activ
151 —1_SJ
14 2_Ac
05 —2_Act
0+ T T T T T T = —2_Activ
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Obr. 24: Krivky topenia produktov pre druh L. acidophilus
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6 DISKUSIA

6.1 Izolacia DNA z ¢istych bakterialnych kultiar

Z bakterialnej kultary druhu L. plantarum (CCM 7039) bol pripraveny lyzat buniek,
z ktorého bola izolovand DNA pomocou fenol-chloroformovej extrakcie. Ta bola nasledne
vyzrazana etanolom a behom préce bola pouzivana ako pozitivna kontrola pri prevadzani gPCR
pre doménu Bacteria arod Lactobacillus. Z ostatnych kultar L. casei (CCM 7088), L.
acidophilus (CCM 4833), L. pentosus (CCM 4619), L. delbrueckii (CCM 7190), B. animalis
(CCM 4988) a B. breve (CCM 7825) boli tiez pripravené lyzaty buniek, z ktorych bola DNA
izolovana pomocou OMNI Bacterial DNA kitu, kvoli vys$§im poziadavkam na cistotu
izolovanej bakterialnej DNA. Po izolacii DNA zo vSetkych bakterialnych kultar, boli jednotlivé
vzorky podrobené gélovej elektroforéze, kde bola potvrdena pritomnost’ genémovej DNA (vid'.
Obr. 8 a9). Izolovana DNA z kultur B. animalis a B. breve bola pouzita ako pozitivna kontrola
pre $pecificki qPCR rodu Bifidobacterium a druh L. acidophilus bol pouzity ako pozitivna

kontrola pri rodovo Specifickej qPCR.

6.2 Izolacia bakterialnej DNA z komercne dostupnych mlie¢nych vyrobkov

K analyze boli vyuzité Styri mlieCne vyrobky: Acidofilné mlieko, Activia, Actimel
a Selsky jogurt. Tieto vyrobky boli zvolené hlavne na zaklade deklarovaného obsahu BMK od
vyrobcov. Priamo z vyrobkov bol pripraveny hruby lyzat buniek, z ktorého bola néasledne
izolovana DNA pomocou klasickej fenol-chloroformovej metody a OMNI Bacterial DNA Kitu.

Najprv bola prevadzana fenol-chloroformova metdda, ktora je povazovana za klasicka
metodu vyuzivani v molekularne-biologickych laboratoriach. Ide o vel'mi presnt a citliva
metodu. Jej nevyhoda vSak spociva hlavne v ¢asovej naro¢nosti, ako aj v pouzivani toxickych
chemikalii [48]. Po fenol-chloroformovej extrakcii bola DNA nasledne vyzrazana pomocou
etanolu a rozpustena v 50 ul TE pufru. Takto pripravena bakterialna DNA zo vzoriek bola
priamo pouzita na prevedenie PCR reakcie.

Na porovnanie bola bakteridlna DNA izolovand aj pomocou komeréného OMNI
Bacterial DNA Kkitu. Vyhoda tejto izolacie spocivala hlavne v rychlejSom prevedeni, ktoré
prebiehalo priblizne 1 hodinu. Jedind zaznamenand komplikdcia sa vyskytla pri izolacii
z mlie¢nych vyrobkov, ktoré obsahovali vacsie mnozstvo tukov (hlavne Acidofilné mlieko
a Activia). Preto vistych krokoch uvedenych v kapitole 4.4.2. boli prevedené mierne
modifikécie protokolu, ako napriklad dlhSia doba centrifugicie pri vysSich otackach.

Bakteridlna DNA izolovana touto metodou bola rozpustena v 100 ul EB pufru.
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6.3 Spektrofotometricka kvantifikacia nukleovych Kkyselin

Po izolacii pomocou oboch vyssie spomenutych metdd bola v nasledujicom kroku
zistena koncentracia a Cistota izolovanej bakteridlnej DNA V jednotlivych vzorkach. Na tuto
kontrolu bola pouzita spektrofotometricka metdéda v UV oblasti pomocou pristroja NanoDrop
2000. Koncentracia izolovanej DNA sa pohybovala v rozmedzi 10,7 — 396,9 ng/ul. Nakol'ko
DNA izolovana pomocou fenol-chloroformovej metddy bola rozpustena v 50 pl TE pufru
a DNA izolovana pomocou komer¢ného kitu bola rozpustena v 100 ul EB pufru, tak aj ked’
koncentracia DNA vo vzorkach pri fenol-chloroformovej metode je vyssia (vid'. Tab, 9 a 10),
nie je tomu uplne tak. Nakol'’ko bola DNA pri izolacii pomocou kitu dvojnasobne zriedena, tak
predpokladame, ze ak by bol aj pri tejto metdde pouzity rovnaky objem pufru, tak by vysledky
koncentracii boli porovnatel'né, ba aj o nieco vyssie. Jedind vyrazna odchylka je zaznamena pri
DNA izolovanej z Acidofilného mlieka pomocou fenol-chloroformovej metody (vzorka 1_Ac),
kde koncentracia DNA bola spektrofotometricky stanovena na hodnotu 396,9 ng/ul. Tato
odchylka nastala pravdepodobne kvoli tomu, Zze na izolaciu bol vyuzity star$i lyzat
bakterialnych buniek, kde mohla byt DNA uz zna¢ne degradovana a fragmentovana. Nanodrop
vSak nie je schopny rozoznat' fragmentovanii DNA, ¢o mohlo viest’ k faloSnym vysledkom
vysokej koncentracie bakterialnej DNA vo vzorke. Preto by sme v d’alsej praci odporucali
pracovat’ primarne uZ len s Cerstvo pripravenymi lyzatmi. Celkovo vSak izolovand DNA vo
vSetkych vyrobkoch pomocou oboch metdd poskytovala dostatocni koncentraciu, pretoZe na
qPCR bola pouzita koncentrécia o vel'kosti 10 ng/ul.

Na zaklade pomerov absorbancii A260/A280 a A260/A230 bola vyhodnotend miera
Cistoty izolovanej DNA. Pomer A260/A280 bol u vsetkych produktov o nieco nizsi ako je
udavana hodnota 1,8~2,0; ¢o znamena, ze vzorky boli mierne kontaminované proteinmi alebo
zvySkovymi organickymi rozpustadlami [51]. Najniz$iu kontaminaciu a relativne najCistejsiu
DNA poskytovali vzorky 2_Activ (1,86), 2_Ac (1,73) al_Ac (1,72). O nieCo vysSia
kontaminacia, ktora je vSak stale tolerovatel'na, bola zaznamena pri vzorkach 1_SJ (1,63), 2_SJ
(1,54), 1_Activ (1,50) a 1_Act (1,48). A nakoniec najvysSiu mieru kontaminacie udavala
vzorka 2_Act (1,22). Vyraznejsie rozdiely pri porovnavani metdéd nam poskytol pomer
A260/A230, ktory sa ma pohybovat’ v rozsahu 2,0~2,2 [52]. Hoci pri oboch metddach izolacie
su tieto pomery nizSie ako udéava literatira, ¢o znaci zna¢ni kontamindciu organickymi
rozpustadlami, vyrazne nizSie hodnoty boli zaznamena pri izolacii pomocou fenol-
chloroformovej metddy. Z tohto mdézeme vyvodit’ zaver, ze DNA izolovana pomocou OMNI

Bacterial DNA Kkitu poskytla o nieco CistejSiu a menej kontaminovaniu DNA. Nakol'ko vsak
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kontrola ¢istoty pomocou spektrofotometrického stanovenia nie je vel'mi presna pri nizkych

koncentraciach, tieto vysledky boli brané hlavne orientacne [51; 52].

6.4 Specificka real-time PCR pre doménu Bacteria

Na vyhodnotenie vysledkov bola vyuzitda qPCR, ktora je pouzivana na monitorovanie
priebehu reakcie PCR v realnom c¢ase. V nasom pripade nam tato metdda poskytla prehlad
0 dolezitych principoch, ako su ucinnost’ priebehu PCR, analyza amplifikacnych kriviek a
kriviek topenia [81]. Pomocou grafov amplifikaénych kriviek sme zistili, v akom cykle zac¢ala
prebiehat’ exponencidlna faza, ktord odzrkadl'uje zdvojnasobenie poctu amplikénov po kazdom
cykle a v akom cykle doslo k spotrebe primerov. Grafy obsahujuce krivky topenia nam poskytli
d’alsie informacie o priebehu qPCR a hlavne detegovali vznik PD a $pecifickych produktov.

Na zistenie pritomnosti domény Bacteria vo vzorkach bola vyuzita $pecificka qPCR
s primermi F_Eub aR _Eub. Vysledky qPCR boli vizualizované na 1,8% agar6zovom géle
a vSetky detegované amplifikované produkty PCR boli o velkosti 466 bp [78] (vid’. Obr. 10),
ako bolo uvadzané v literatire. DalSia analyza kriviek topenia ndm poskytla informaciu
0 vzniku vedlajsich produktov PD, ale aj 0 vzniku $pecifickych produktov. Pri prvej sade pikov
boli detegované PD 0 Tm = 78 °C, ktoré boli taktieZ zaznamenané na agardézovom géle, a pri
druhej sade boli zaznamenané $pecifické produkty o Tm = 88,5 °C. Na pozitivnu kontrolu bola
vyuzitd kultara L. plantarum, uktorej bol taktiez dokazany amplifikovany PCR produkt
0 velkosti 466 bp. Pri pozitivnej kontrole bola vSak odpozorovana vyssia Tm = 90 °C ako
u ostatnych vzoriek, ¢o znaci, ze druh L. plantarum obsahuje DNA bohatsiu na cytozin a guanin
[82]. Na porovnanie vidite'ne najniz$iu Tm = 87,5 °C mali amplikované PCR produkty zo
vzoriek Acidofilného mlieka (1_Ac a2_Ac), ¢o znamena, ze bakteridlna DNA obsiahnuta
Vv tychto produktoch ma viac zastipené nukleotidy adenin a tymin [82]. Pri negativnej kontrole
neboli zaznamenané Ziadne amplikované produkty PCR, len vznik PD, ktoré boli zachytené na

krivkach topenia a taktieZ aj na spodnej Casti agar6zového gélu.

6.5 Specificka real-time PCR pre rod Lactobacillus

Nakol’ko st mlie¢ne vyrobky v§eobecne bohaté na baktérie rodu Lactobacillus, overili
sme si ich pritomnost’ taktieZ podl'a rodovo $pecifickej qPCR za vyuzitia primerov F_Alllact
a R_Alllact. Po vizualizécii vysledkov na 1,8% agar6zovom géle boli detegované amplikované
PCR produkty o velkosti 92 bp [78] (vid. Obr. 13 a 14), ¢o dokazovalo pritomnost’ rodu
Lactobacillus u vSetkych vzoriek. Zaznamenana intenzita tychto produktov na agar6zovom

géle vsak bola ovel'a mensia ako v pripade qPCR pre doménu Bacteria. Z kriviek topenia bol
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taktiez zaznamenany vznik PD 0 Tm = 76,5 °C a pre Specifické produkty sa tato hodnota
pohybovala okolo Tm = 83,0 °C. Na pozitivnu kontrolu bol opat’ pouzity druh L. plantarum.
Pri negativnej kontrole neboli zaznamenané ziadne amplikované produkty PCR, len vznik PD,
ktoré boli zachytené na krivkach topenia a taktiez aj na spodnej Casti agar6zového gélu.
Nakol'ko bol c¢astokrat zaznamenany problém vzniku PD, bola overend ucinnost
primerov F_Alllact a R_Alllact. Bola na to vyuzita bakterialna DNA vybranych kultar rodu
Lactobacillus izolovana pomocou OMNI Bacterial DNA Kkitu, aby sa zabranilo inhibi¢énym
ucinkom organickych latok na priebeh PCR reakcie, ktoré by mohli nastat’ prave za vyuzitia
klasickej fenol-chloroformovej metody [83]. Vyskytol sa tu taktiez rovnaky problém, ako
V pripade analyzy jednotlivych vzoriek, kedy pik PD presahoval pik Specifického produktu.
Nestalo sa tak jedine v pripade vzorky Pk 1 (vid’. Obr. 17). Vznik PD je v§ak ¢astym problémom
mimocielovej amplifikdcie po€as priebehu PCR reakcie. Aby sa tomu predislo, bolo by
potrebné v buducej praci navrhnut’ nové pomery komponentov reakénej zmesi, pravdepodobne

s mens$im obsahom primerov, aby sa eliminoval vznik PD [84].

6.6 Specificka real-time PCR pre rod Bifidobacterium

Vyrobcovia vybranych mliecnych produktov deklarovali pritomnost rodu
Bifidobacterium, ktora bola overena rodovo $pecifickou qPCR s primermi Bif 164 a Bif 662.
V pripade vyrobkov Acidofilného mlieka a Selského jogurtu bolo uvedené mnozstvo 10%/g
bifidobaktérii vo vyrobku, &m bol splneny minimalny obsah (10 CFU/g) podla kritérii
stanovenych v norme CSN EN 15785 [85].

Na pozitivnu kontrolu boli vyuzité dva druhy bifidobaktérii a to B. animalis a B. breve.
Pritomnost’ rodu Bifidobacterium bola zaznamenana u v$etkych vzoriek okrem vzorky 1_Ac na
1,8% agardzovom géle o vel'kosti PCR produktov priblizne 523 bp [86] (vid’. Obr. 19) a taktiez
na krivkach topenia (vid’. Obr. 21). Najvyssiu intenzitu detekcie PCR produktov na agar6zovom
géle vykazovali obe pozitivne kontroly (Pk 1 aPk 2) avzorky 1 Act, 1 Activ a 2_Activ.
O nieco mensSia intenzita signalu bola zaznamenana pri vzorkach 1_SJ, 2_Ac, 2_Act a 2_§;j.
Jedine v pripade vzoriek Activie pre obe metody izolacie bakteridlnej DNA vykazovali PCR
produkty zhodnu intenzitu, co nebolo odpozorované u ostatnych vzoriek. Tento vysledok bol
pre nas prekvapivy, nakol’ko sme ocakévali najviac amplifikovanych produktov v pripade
vyrobkov Acidofilného mlieka a Selského jogurtu, nakolko tieto vyrobky mali stanovené
presné mnozstvo bifidobaktérii. V pripade Activie a Actimelu nebolo vyrobcami uvedené

presné mnozstvo bifidobaktérii, ale bola uvedena len ich pritomnost’.
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Jedin vynimku pri tejto identifikacii tvori vzorka 1 Ac, ktora na zdklade
spektrofotometrického stanovenia vykazovala najlepsiu Cistotu, ale nepodarilo sa nam ju
dokazat’. Tento problém vsak mohol nastat’ kvoli tomu, ze bakteridlna DNA bola izolovana zo
starSieho hrubého lyzatu, kedy uz mohla byt DNA zna¢ne degradovand, ako uz bolo spominané
v kapitole 6.3.

Na krivkach topenia bol opét’ zaznamenany vznik PD 0 Tm = 56-58 °C a pre Specifické
produkty a pozitivnu kontrolu B. animalis bola Tm = 92,0 °C. Len v pripade pozitivnej kontroly
B. breve bolo zaznamenana nizsia Tm = 91,0 °C. Pri negativnej kontrole neboli zaznamenané
ziadne amplikované produkty PCR, len vznik PD, ktoré boli zachytené na krivkach topenia
a taktiez aj Vv nizkej intenzite na spodnej Casti agar6zového gélu (rovnako ako aj v pripade

vzoriek).

6.7 Specificka real-time PCR pre druh Lactobacillus acidophilus

Nakoniec bola sledovana pritomnost druhu L. acidophilus pomocou druhovo
Specifickej qPCR s primermi F_Acidophilus a F_Acidophilus, kde velkost’ vyslednych PCR
produktov bola o¢akavana na 85 bp [78] (vid’. Obr. 22). Pritomnost’ druhu L. acidophilus bola
zaznamenand na 1,8% agardézovom géle a krivkach topenia pri vSetkych vzorkach, kde bola
pouzita extrakcia pomocou DNA extrakéného Kitu. V pripade izolacie pomocou fenol-
chloroformovej metody bola pritomnost” druhu L. acidophilus potvrdena len pri vzorke 1_SJ.
V tomto pripade iSlo opdt o prekvapujice vysledky, pretoze len vyrobcovia produktov
Acidofilného mlieka a Selského jogurtu deklarovali presnym mnozstvom 10%g druhu L.
acidophilus vo vyrobku. Tymto bola opit’ splnena minimalna poziadavka obsahu 10® CFU/g
podla normy CSN ISO 20128 [87] pre mlie¢ne vyrobky s obsahom probiotického druhu L.
acidophilus. V pripade Actimelu a Activie nebola tato pritomnost opdt’ presne uvedena
vyrobcom.

PCR produkty vzoriek izolovanych pomocou fenol-chloroformovej metody (1_Ac,
1 _Act a1_Activ) neboli detegované na krivkach topenia a ani na agar6zovom géle. Podl'a
literatiry tento problém mohlo spdsobit’ viacero faktorov. NajpravdepodobnejSie vsak je, ze
vzorky nemuseli byt amplifikované hlavne kvoli pritomnosti organickych latok, ktoré
v priebehu PCR reakcie posobia ako inhibitory reakcie [83]. Pripadné chyby mohli nastat’ aj
kvoli nespravne zvolenému teplotnému programu. V budicej praci by sme museli navrhnit
pripadne ¢asovo kratSiu denaturaciu alebo naopak dlhsiu dobu hybridizacie primerov (pripadne
s nizSou teplotou). Eventualne rieSenie by mohlo este byt celkové zvySenie poctu cyklov (napr.

z 30 cyklov na 35), ¢o sme usudili na zaklade amplifika¢nych kriviek z Obr. 23 [88]. V kontexte
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konkrétnych vzoriek vidime, ze amplifikacia vzoriek 2_Act, 1 _SJa 2_SJ zacala priblizne v 22.
cykle ana gélovej elektroforéze prave tieto vzorky vykazovali najvysSiu intenzitu odozvy.
Vzorky 2_Act a2_Activ sa zacali amplifikovat’ priblizne az v 25.-26. cykle, Co sa prave
odzrkadlilo aj na gélovej elektroforéze, kde tieto vzorky vykazovali vel'mi slabu odozvu.
Krivky topenia opét’ potvrdili pritomnost’ vzniku PD 0 Tm = 56,0 °C a pre Specifické
produkty, spolu s pozitivnou kontrolou, bola Tm = 81,5 °C. Pri negativnej kontrole neboli

zaznamenan¢ ziadne amplifikované produkty PCR (vid’. Obr. 24).
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7 ZAVER

Tato bakalarska praca sa zaoberala analyzou pritomnosti probiotickych baktérii
Vv mlie¢nych potravinovych vyrobkoch pomocou techniky PCR. V teoretickej ¢asti bola zna¢na
pozornost’ venovana klasifikacii probiotickych baktérii a ich prospesnych uc¢inkom na zdravie
konzumenta, ktoré¢ boli podlozené aktudlnymi vedeckymi §tidiami. Nasledne boli rozoberané
aj zékladné molekularne-biologické metddy identifikdcie mikroorganizmov, ktoré st
v priemysle a aplikovanom vyskume vyuzivané pre jednozna¢ni taxonomicku definiciu
mikrobialneho obsahu v mlie¢nych produktoch. Celkovo st probiotické mikroorganizmy
vyznamnou sucast’ou zdravého zivotného stylu a preto je ich celkova identifikdcia pomocou
molekularne-biologickych metdd v potravinarskom a farmaceutickom priemysle dolezita.
V potravinarstve je vdaka presnej identifikdcii mikrobidlneho obsahu, okrem zistovania
mikrobidlnych kontaminantov, mozné priradit’ zdraviu prospesné vlastnosti charakteristické pre
jednotlivé MO, ¢i uz mliecnym produktom alebo inym doplnkom stravy. V nasom pripade nas
preto najviac zaujimala Specifickh qPCR pre rod Bifidobacterium adruh L. Acidophilus,
nakol’ko podla literatary prave tieto mikroorganizmy vykazovali vel'a zdraviu prospe$nych
uc¢inkov. L. acidophilus vykazuje hlavne potencial pri prevencii gastrointestinalnych ochoreni
a zlepSovani travenia pri lakt6zovej intolerancii. A r6zne druhy rodu Bifidobacterium st zname
hlavne vd’aka schopnosti rezistencie na zZICové soli a vykazuja dolezité dietetické ucinky.

V praktickej Casti prace bola z vybranych mlie¢nych vyrobkov izolovana bakteridlna
DNA pomocou klasickej fenol-chloroformovej metody a taktiez aj pomocou OMNI Bacterial
DNA kitu. Spektrofotometrickym stanovenim bola zistena celkova Cistota a koncentracia
izolovanej bakteridlnej DNA. Z tychto nameranych vysledkov bolo mozné vyvodit’ zaver, ze
izolacia pomocou OMNI Bacterial DNA kitu poskytla ¢istejSiu a menej kontaminovani DNA,
Vv ktorej neposobili organické latky ako inhibitory reakcie PCR. Obe metody izolacie vSak
poskytli dostato¢ne koncentrovani DNA, ktora mohla byt nasledne podrobena kvantitativnej
real-time PCR za vyuzitia Specifickych primerov pre doménu Bacteria, rody Lactobacillus
a Bifidobacterium, a taktiez aj pre druh Lactobacillus acidophilus.

Vo zvolenych mlieénych produktoch bola potvrdena celkova pritomnost domény
Bacteria arodu Lactobacillus pre obe vyuzité izolatné metdédy DNA. Rozdiely vsak boli
pozorované v pripade analyzy PCR $pecifickej pre rod Bifidobacterium a druh L. acidophilus,
kde boli detegované PCR produkty hlavne pri izolacii pomocou OMNI Bacterial DNA kitu.
Vsetky amplifikované PCR produkty boli detegované na agar6zovom géle a pomocou kriviek

topenia.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

BMK
bp
Ct
DNA
ESI
FMV
ot
-
GC
LC

LI

MALDI-TOFMatricou asistovana laserova desorpcia/ionizacia

MO

NK
PCR

PD
qPCR
RHP
RNA
RT-PCR
SEM
TEM

Tm

Baktérie mlie¢neho kvasenia
Pary baz (base pair)

Prahovy bod
Deoxyribonukleova kyselina
Elektrosprejova ionizacia
Fermentované mlie¢ne vyrobky
Grampozitivne baktérie
Gramnegativne baktérie
Plynova chromatografia
Kvapalinova chromatografia

Laktézova intolerancia

Mikroorganizmy

Nukleové kyseliny

Polymerazova retazova reakcia
Diméry primerov (primer dimers)
Kvantitativna (real-time) PCR
Referen¢na hodnota prijmu
Ribonukleova kyselina

Reverzne transkripéna PCR
Rastrovacia elektronova mikroskopia
Transmisna elektronova mikroskopia

Teplota topenia (melting temperature)
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