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ABSTRAKT

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je hojné¢ vyuzivana molekularné diagnosticka
metoda. PCR v realném case neboli kvantitativni PCR (qPCR) je jednou z jejich
modifikaci, které diky svym vyhoddm nachdzi v souCasnosti stale S$irSi vyuziti.
Uplatituje se mimo jiné V potravinaistvi pfi pomérné piesné detekci, identifikaci a
kvantifikaci zddoucich i nezadoucich slozek potravin, coz s sebou mnohdy pfinasi
znacné obtize a vede intenzivnimu vyvoji této metody.

V experimentalni ¢asti byla izolovana DNA z mlééného vyrobku Bio Via Natur
drink pro jeji dalsi zpracovani pomoci PCR azisk podrobnéjsich informaci o
bakterialnim sloZeni pomoci PCR Vv redlném ¢ase a HRM analyzy.

KLICOVA SLOVA

polymerazova fetézova reakce v realném case (qQPCR), PCR v potravinatstvi, HRM
analyza, amplifikace DNA, izolace DNA

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) is a method abundantly used in molecular
diagnostics. PCR in real time or quantitative PCR (qPCR) is one of its modifications
and thanks to its advantages it finds still wider utilization nowadays. It finds its use in
the food-processing industry too with relatively precise detection, identification, and
qualification of both desirable and undesirable components in food, which often brings
considerable difficulties and leads to an intensive development of this method.

In the experimental part a DNA was isolated from dairy product Bio Via Natur
drink for its further processing by means of PCR and gain more detailed information
about a bacterial composition using real-time PCR and HRM analysis.

KEYWORDS
real time polymerase chain reaction (QPCR), PCR in food-processing industry, high

resolution melt analysis (HRM), DNA amplification, DNA isolation
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1. UVOD

V pribéhu poslednich let je kladen stale vétSi diiraz na nutnost védomi o pfesném
slozeni potravin a potravinarskych surovin. Informace 0 slozeni potravin jsou
rozhodujici jak pro jejich spotiebitele a kontrolni orgdny na jedné stranég, tak i pro
vyrobee a prodejce na strané druhé. Casto vSak stanoveni presného slozeni a detekce
ptipadnych nezadoucich slozek ¢i kontaminantli potravin pfedstavuje zna¢né nelehky
ukol.

Konvenc¢ni metody Casto nejsou schopny postihnout vSechny pozadavky, které jsou
na analyzu potravin kladeny. Tato skutecnost se stala zdkladem pro intenzivni rozvoj
novych metod piedevsim v oblasti molekularni biotechnologic a genové exprese.
Molekularné diagnostické metody jsou moderni a Vv porovnani s jinymi metodami
a nejpouzivangjSich metod je polymerazova tetézova reakce (PCR) a metody na ni
zalozené.

PCR je metoda, kterd nachazi uplatnéni jak v zdkladnim a aplikovaném vyzkumu,
tak i v praxi. Pochopeni konven¢ni PCR je nezbytné pro pochopeni jejich modifikaci.
PCR je zalozena na ,,in vitro® amplifikaci cilovych specifickych sekvenci nukleovych
kyselin. Timto zptsobem lze syntetizovat az 10° kopii vybraného useku DNA a to za
pomérmne kratkou dobu [2]. PCR byla zavedena v roce 1983 Kary Mullisem, za jejiz
objev mu byla udélena Nobelova cena [6].

S rozvojem novych metod byla zavedena PCR v redlném case (QPCR). Prvni
zminka o PCR vredlném cCase se objevila v roce 1992. Detekce pomoci PCR
v realném Case je charakteristicka svoji rychlosti, citlivosti, pfesnosti a specifi¢nosti.
Vyuzitim fluorescen¢nich molekul je umoZnéno monitorovani a vyhodnocovani
produktu jiz v prubéhu reakce, coz eliminuje nutnost detekce produktu
elektroforeticky az po skonceni reakce. Diky moznostem qPCR je moZné produkt
rovnéZ kvantifikovat [6]. PCR v realném case tedy umoznuje velmi piesnou detekeli,
identifikaci a kvantifikaci zadoucich i nezadoucich slozek potravin, coz neustale
zvétSuje rozsah jejich aplikaci v potravinarstvi [15].



2. TEORETICKA CAST

2.1 Polymerazova retézova reakce

Metoda polymerazova tetézova reakce (PCR) a jeji modifikace jsou V soucasnosti
hojné vyuzivané molekulérné diagnostické metody [1].

PCR je ,,in vitro®“ metoda zalozena na amplifikaci pozadovanych specifickych
sekvenci nukleovych kyselin (pfedevsim DNA). Béhem reakce dochazi k cyklicky se
opakujici syntéze DNA, kdy se kopaénym koncim vybraného useku fetézcii
denaturovan¢ DNA hybridizuji dva kratké oligonukleotidy (primery). Syntéza je
katalyzovdana DNA-polymerdzou aod primerd se ndsledné zacinaji protismérné
utvaret nova vlakna na obou matricovych fetézcich [2].

2.1.1 Optimalizace faktoru ovliviiujicich PCR

Na zisk pozadovaného produktu, specificnosti a vytézku ma znacny vliv koncentrace
a vybér jednotlivych komponent reakéni smési. Pro konkrétni pouziti je rovnéz
tieba optimalizovat piesné reakéni podminky (teplotu, dobu trvani jednotlivych fazi,
pocet cykll) [2].

2.1.1.1 Slozky PCR smési

Reak¢ni smés musi obsahovat tyto komponenty:

e Matrice DNA - makromolekula izolované DNA (vétSinou dvoufetézcova),
obsahuje cilova mista pro primery. Nezbytné je pouZiti neporusené¢ho useku DNA,
ktery ma byt amplifikovan [3]. Obvykla mnoZstvi bakterialni a plazmidové DNA
ve smési jsou 10 ng, 1 ng nebo 10 pg [1].

e Primery — jsou to dva syntetické oligonukleotidy. Navrh primera je zasadni pro
uspé&snost celé reakce. Jsou komplementarni k okrajovym sekvencim vybraného
useku DNA anesmi byt vzijemné komplementdrni. Primery byvaji slozené
z 18-25 nukleotidli a nesmi obsahovat nespecifickd vazebnd mista na templatu.
Pary bazi jsou rovnomérné zastoupeny. Jsou navrzeny tak, aby nevznikaly vnitini
sekundarni struktury ani dimery primert. Teplota tdni musi byt alesponi 50 °C [2].
Optimalni koncentrace kazdého primeru ve smési byva 0,1-0,5 uM [1].

e DNA-polymerdza — katalyzuje syntézu nového fetézce DNA. Existuje fada
polymerdz, které se lisi svymi vlastnostmi a typem uziti. V soucasnosti existuji
i komer¢né dostupné smési, které kombinuji vyhodné vlastnosti jednotlivych
polymeraz. V. PCR se pouZzivaji termostabilni polymerdzy, ponévadz musi
odolavat vysokym teplotam pfi denaturaci DNA. Casto pouZzivana je napf. Taq
DNA-polymeraza izolovana ztermofilni bakterie Thermus aquaticus zijici
Vv horkych pramenech [3].

e 3 -deoxynukleosid-5'-trifosfaty (ANTP) — stavebni kameny pro syntézu nového
tetézce DNA. Koncentrace ANTP byva 20400 uM [1].

o Mg* ionty — tvoii rozpustny komplex s jednotlivymi dNTP rozpoznavany DNA-
polymerdzou. Jsou tedy nezbytné pro jeji aktivitu. ProtoZze hofeCnaté ionty



interaguji s mnoha slozkami smési, je tfeba jejich koncentraci optimalizovat pro
kazdou aplikaci zvlast [2]. Toleranéni rozpéti je 0,5-8 mM [1].

e PCR pufr — vytvaii stalé a optimalni pH prostiedi. Standardni reakéni pufr je
tvofen 10 mM Tris-HCl (pH 8,3-8,8), S0mM KCI al5mM MgCl,. Do
zékladniho roztoku mohou byt piidany dalsi slozky, naptiklad acetamid, zelatina,
albumin ¢i Tween 20 [1].

e PCR voda — v ptipad¢ potieby dopliuje reakéni smés na pozadovany objem.
Pouzivé se voda o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [1].

2.1.1.2 Priibéh reakce a vznik PCR produktii

Jeden cyklus PCR zahrnuje 3 kroky, které jsou zavislé na ménici se teploté:

1. Denaturace molekul DNA (94-97 °C)
Vlivem zvysené teploty dochéazi k rozvolnéni matricovych fetézcl. Je nutné, aby
doslo k jejich Gplnému oddéleni. V opacném piipadé by molekuly DNA rychle
renaturovaly a dochazelo by tak k nespecifickym vazbam primera a ke zkresleni
vysledkl. Z tohoto divodu byva denaturace templatové DNA v pocatecnim
a kone¢ném cyklu prodlouZena na nékolik minut. V dalSich cyklech probiha tato
faze po dobu 1545 s (s ohledem na polocas stability DNA-polymerazy) [2].

2. Hybridizace primert k oddélenym fetézciim DNA (50-68 °C)
Reakéni smés je ochlazena na pozadovanou teplotu aprimery jsou
komplementarné pfipojeny k oddélenym fetézcim DNA. D¢ probihd 30-60 s.
Teplota vhodnéd pro hybridizaci zavisi na teploté tani primerti i DNA, na délce
oligonukleotidii a na zastoupeni parti bazi (trojné vazby mezi G a C zvySuji
stabilitu dvoufetézce a tim i denaturacéni teplotu) [2, 3].

3. Syntéza novych komplementarnich fetézci DNA (65-75 °C)
Za katalyzy DNA-polymerazou dochéazi k vytvofeni nového vldkna DNA. Od
5' konce primeru jsou vazany nukleotidy komplementarni k sekvenci ptvodnich
fetézci DNA ve sméru 5'— 3'. Tato faze probihda 60-120s. V poslednim cyklu
byva téZ prodlouZena na nckolik minut, aby se zajistilo kompletni syntetizovani
DNA [1]. Teplotni optimum se odviji od pouZzit¢ polymerazy. Syntéza DNA
probiha pti teplotnim optimu (v pfitomnosti Tag DNA-polymerazy) rychlosti cca
60 bazi/s [2].

Reakce probiha v termocykleru. Postupnym opakovanim zminénych tii krokt
vznikaji nova vlakna, ktera nésledné rovnéz slouzi jako templat pro dal§i syntézu.
Timto procesem lze exponencidlné (2", n — pocet cyklll) syntetizovat az 10° kopii
vybraného useku DNA. Optimalni pocet cyklli se pohybuje v rozmezi 25-35 cykld
a odviji se od vychozi koncentrace templatové DNA. Pii pfilis vysokém poctu cykli se
snizuje ucinnost DNA-polymerazy adochazi k vyznamnému narGstu poctu
nespecifickych produkti PCR [1, 2].

Pribéh reakce PCR je uveden na Obrazku 1, ktery mimo jiné demonstruje vznik
delsich produktl (linearni rist) a vznik dvoufetézce pozadované délky az ve tretim
cyklu (exponencidlni rist).
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Obrazek 1: Pribeh reakce PCR. Upraveno dle [5].

2.1.1.3 Detekce PCR produktu

Produktem PCR jsou amplikony, cozZ jsou useky DNA definované délky o velikosti
obvykle desitky azZ tisice parti bazi (bp). Vzniklé amplikony se detekuji a separuji
elektroforeticky (na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu) na zaklad€ jejich
velikosti (resp. molekulové hmotnosti). Soucasné s PCR produktem se ponecha
migrovat DNA standard, ktery obsahuje fragmenty o znamé velikosti a na zakladé
jejich porovnani je mozné uréit velikost amplikonu. Dal§i moznosti je méfeni
mnozstvi produktu v realném case (PCR v realném case) [2, 4].

2.1.2 Nevyhody PCR

Komplikaci se mulze stat nutnost znalosti sekvence bazi amplifikovaného useku
molekuly DNA nebo alespon primert [3]. Kvantifikace vysledkl je obtizna a reakce
tedy v nékterych piipadech postrada potiebnou piesnost [2].

Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je teoreticky mozné, Ze i jedina molekula
cizorodé DNA miiZze zplsobit kontaminaci (béhem izolace DNA nebo pii ptipraveé
PCR smési) a zisk faleSné pozitivnich vysledki. Pro minimalizaci téchto chyb je
z4ddouci dodrzovat urCité standardni postupy. Kromé sterilnich podminek se jedna
0 oddélené skladovani reakénich komponent, pfipravu komponent i vzorkii do
alikvotnich casti, pfidani slozky DNA az na zavér a pouziti pozitivnich, negativnich,
pfipadné vnitinich kontrol [1].

Zisk falesn€ negativnich vysledkidl hrozi pfedevSim pfi préci s redlnymi vzorky,
které mohou obsahovat inhibitory PCR. V takovych ptipadech je vhodné nejprve
provést hrubou extrakci vzork, ptipadné vzorky dostatecné natedit [1, 2].
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2.1.3 Vyhody PCR a jeji uziti

PCR disponuje nespornymi vyhodami, mezi néz paii pomérné kratké trvani celého
procesu, vysoka citlivost a specifita reakce, kromé toho 1ze DNA amplifikovat z velmi
starcho a degradovaného vzorku biologického plivodu. PCR nachéazi uziti jak
v zékladnim a aplikovaném vyzkumu, tak 1 vpraxi. Vyuziva se pifi detekei
a identifikaci mikroorganismii a virt v riznych materidlech, pfi kontrole kvality
vyrobku, dal$i uplatnéni nachdzi napt. v prenatalni diagnostice, pii urcovani identity
Vv kriminalistice, pti mapovani genomu, pii izolaci ur¢itého genu ¢i v archeologii [2].

2.1.4 Modifikace PCR

PCR je velmi rozSifend metoda aV soucasnosti existuje celd fada postupi na ni
zalozenych. Tyto modifikace jsou voleny podle charakteru zkoumaného vzorku a také
podle pozadavki kladenych na prab¢h a vysledky reakce.

Dale bude rozebirana PCR v redlném cCase. Dalsi modifikace nejsou predmétem
této bakalarské prace, a proto zde nebudou rozvadeny.

2.2 PCRVrealném cCase

PCR v redlném case je rychle se rozvijejici metoda. Na rozdil od konvencni PCR, kde
je produkt detekovan elektroforeticky az po ukonceni reakce, je pti PCR V redlném
Case umoznéno monitorovani vznikajiciho produktu PCR piimo béhem reakce
vV kazdém jednotlivém cyklu prostfednictvim fluorescenéniho signalu. Dalsi velkou
vyhodou je schopnost kvantifikace, tedy pifesného uréeni vychoziho mnozstvi
pozadované sekvence templatové DNA v analyzovaném vzorku (odtud téZ oznaceni
kvantitativni PCR — qPCR) [6].

2.2.1 Pribéh reakce, slozeni smési PCR a detekce produktu reakce

Kromé optimalizace faktort ovliviiujicich konven¢ni PCR je Vv pfipadé qPCR diiraz

kladen také na kinetiku reakce [2].

Pribéh qPCR je obdobny jako u konvenéni PCR. Zakladem je cyklicky se
opakujici denaturace templatu, hybridizace primera a syntéza novych fetézct cilového
useku DNA. Z diivodu monitorovani produktu jiz béhem reakce obsahuje qPCR smés,
krom¢& komponent pro konven¢ni PCR, navic fluorescen¢ni molekuly. Fluorescence je
meéfena V kazdém cyklu, pfi¢emzZ intenzita fluorescencniho zéafeni je pfimo Umérna
koncentraci produktu pfitomného v reakéni smési [6].

Fluorescencni latky jsou déleny do 3 charakteristickych skupin [2]:

e Interkala¢ni barviva vazajici se na DNA — jedna se o fluorescen¢ni barviva, mezi
nejpouzivanéjsi patti SYBR Green I. Samostatné v qPCR smési jen zanedbatelné
emituje zafeni, jakmile se vSak zacleni do nové vzniklé dvousroubovice DNA,
dochazi k vyrazné fluorescenci, kterd se zvysuje s rostouci koncentraci produktu.
Me¢éfeni intenzity signalu probiha na konci faze elongace nebo pribézné. Hlavni
nevyhodou fluorescenc¢nich barviv je nemoznost rozliSeni specifickych
a nespecifickych produkti PCR z davodu, Zze se mohou vazat do jakékoli
dvousroubovice DNA (napf. dimery primert). Krom¢ toho tato barviva nelze
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pouzit u mnohondsobnych reakci tzv. Multiplex PCR. Naopak jejich pfednosti je
jednoduché pouziti a financni dostupnost [2, 7].

e Fluorescencné znacené sondy vazajici se na stfedni ¢ast amplikonu — jedna se
0 oligonukleotidové sondy, napf. TagMan ™™ sondy nebo molekularni majaky. Jsou
komplementarni k jednomu z fetézci templatové DNA v misté mezi obéma
primery, maji vyssi hodnotou teploty tani (Tn) asi 0 10 °C nez je Ty, primert. Na
5'-konci obsahuji fluorescencni latku a 3'- konci zhase¢ fluorochromu. Zhasec¢ se
nachazi v blizkosti fluorochromu, a proto pohlcuje fluorescenci emitovanou
fluorescen¢ni latkou. Pfi syntéze komplementarniho vlakna dochazi 5'— 3
aktivitou Tag DNA-polymerazy k odbourani sondy. Jakmile dojde k uvolnéni
jednotlivych slozek sondy, je ukonéeno zhaseni barviva a dochazi k emisi
fluorescence. V pribéhu PCR dochazi ke zvySovani poctu volnych molekul
fluorochromu atim k zesileni fluorescence [2, 6]. Sondy, na rozdil od
interkalacnich barviv, detekuji vyhradné specifické produkty. Jejich hlavni
nevyhodou je vysoka cena a komplikovana optimalizace, nelze je uzit pii analyze
ktivky tani [7].

e Fluorescenéné znaCené primery — primery, jako napt. AmpliFluor™ nebo
technologie LUX, s vlasenkovou strukturou funguji na podobném principu jako
sondy (k vyrazné emisi dochazi az pfi naruseni struktury primeru béhem syntézy
DNA u specifickych produktt) [2].

PCR v realném case probiha v cykleru, coz je obdoba termocykleru. Kromé
pozadovaného teplotniho cyklovani vSak umoziiuje vyhodnoceni fluorescence
vV kazdém cyklu PCR [2]. Nékteré cyklery pro qPCR jsou rovnéz uzpusobeny pro
vysokorozliSovaci analyzu kiivky tani (HRM), tyto cyklery jsou vSak pomérné
nakladné [8].

2.2.2 Kvantifikace produktu PCR v realném ¢ase

Presné wurCeni vychoziho mnoZstvi poZzadované sekvence templatové DNA
Vv analyzovaném vzorku je umoznéno monitorovanim fluorescence v kazdém cyklu.
Intenzita fluorescence je pfimo umérna koncentraci produktu pfitomného v reakéni
smési [6]. Naméiend fluorescence je vynesena proti piislusnému cyklu, spole¢né tvori
tzv. amplifikaéni kifivky, jejichz matematickou analyzou dosahneme kvantifikace
produktu. Podle fluorescen¢ni aktivity lze amplifikaéni kiivku rozdé€lit na 3 casti
(Obrazek 2) [9]:
1. Féze pozadi (baseline)
Koncentrace amplikonii je tak nizka, Ze je detekovan pouze slaby fluorescencéni
signal, ktery jesté nelze méfit [6, 9].
2. Exponencialni faze
Dochazi k exponencidlnimu ristu mnozstvi amplikonll a tim 1 fluorescence, faze
trva asi 4-8 cyklu [9].
3. ,Plato* faze
Systém je nasycen, mnozstvi amplikont se dale neméni a intenzita fluorescence
zustava konstantni [9].
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Obrdzek 2: Standardni amplifikacni kiivka. Upraveno dle [9].
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coz je cyklus, ve kterém intenzita fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu detekce [7].
Hodnota C; je fazena do exponencialni faze [9]. Plati, ze ¢im vys$i je pocatecni
koncentrace templatu vreakéni smési, tim difive je detekovana zvySujici se
fluorescence produktu atim niz$i je hodnota C; Parametr C; je dobie
reprodukovatelny [6].

Metoda absolutni kvantifikace, kterd se odviji od linedrniho vztahu mezi
logaritmem vychoziho pocétu templatovych kopii Ng ahodnotou C; pfislusné
amplifikacni kiivky, umoziiuje pfimé stanoveni piesného vychoziho poctu kopii cilové
DNA. Vychozi koncentraci ve vzorku lze zjistit porovnanim s kalibracni pfimkou,
kterd je ziskana amplifikaci série standardii o znamé koncentraci spolu se vzorkem
(Obréazek 3), (vzorek musi byt relevantné natfedén) [9].

81 (Ny,=10° P
] 2 KALIBRACNI PRIMKA
S| (Ng)=10
2 = “standard curve”
< =
g g
N Np = vychozi koncentrace
@
£ C; ="threshold cycle”
Sl A S S fluorescendni 31------ : t y
| | préh 24— - - - R
| | | |
| 1 B Pl i S
| | | | |
1 | | 1 | |
(CYy (CY, (Cpy poeteykia (Cy (Y, (Cq Ct

;_\Clw

Obrazek 3: Grafické vyjadreni principu metody absolutni kvantifikace — standardni
amplifikacni kiivka, kalibracni primka. Upraveno dle [9].
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Prostiednictvim kalibra¢ni ptimky lze urcit efektivitu, presnost, citlivost a rozsah
reakce:
e Reakéni ucinnost (,.efficiency) — je urCena sklonem kiivek (,,slope®), v ptipadé
100% ucinnosti reakce se v kazdém cyklu zdvojndsobi fluorescence a sklon
kalibra¢ni kiivky (M) bude mit hodnotu —3,333 (Rovnice 1).

Rovnice 1: Vypocet reakcni ucinnosti [9].
Efficiency=10¢""" _1
Efficiency=100% =10/333 _1

Optimalni hodnota sklonu kiivek by se méla pohybovat v rozmezi —3,9 az —3,0,
coz odpovida 80-110% tucinnosti reakce [9].
e Korelatni koeficient R? — vyjadiuje piesnost reakce, vysledky lze povazovat za
spolehlivé, pokud je R? >0,985 [9].

Pti relativni kvantifikaci jsou porovnavany zmény genové exprese v testovaném
vzorku vzhledem k interni kontrole (kontrolnimu vzorku, ,,housekeeping genu®). Pro
tyto geny je charakteristickd jejich konstantni exprese v riiznych testovacich
vzorcich [6].

2.2.3 Analyza krivky tani (Melt analyza)

Tato metoda se vyuZziva k rozpoznani specifickych produkti PCR od nespecifickych.

Po ukonceni reakce je mozné sledovat teplotu tani produktu tak, Ze je roztok
S dsDNA ochlazen, a poté postupné zahiivan na teplotu vyssi, nez je predpokladana
teplota tani T, amplikonu, zaroven je zaznamendvana intenzita fluorescencniho
signalu. Zvysena teplota zpusobi, ze se vlakna DNA za¢nou oddélovat, fluorescenéni
barvivo se uvoliuje z molekul a fluorescence se snizuje. Vynesenim intenzity
fluorescence oproti prislusné teploté vznika kiivka tani. Analyzou derivace kiivky
tani, l1ze z inflexniho bodu stanovit T, specifickou pro pfitomné amplikony [7].
Teplota tani Ty a tvar kiivky tani jsou ovlivnény délkou amplikonu, sekvenci
a obsahem GC-part v dsDNA [10]. Nespecifické produkty PCR maji hodnotu Tpn,
obvykle niz§i nez specifické produkty. Pokud je pfitomen pouze specificky produkt,
kiivka tani ma jeden vrchol pii predpokladané teplot¢ (50-95 °C). Pokud jsou
ptitomny 1 nespecifické produkty, kiivka ma vice vrchola (Obrazek 4).

Velké vyhoda této metody spociva v tom, zZe amplifikace i samotna analyza kiivky
tani probihd ve stejné zkumavce bez potieby dal§i manipulace, coZ vyznamné snizuje
riziko kontaminace. Kromé toho je metoda nedestruktivni, coz umoznuje dalsi vyuziti
PCR produktu i po Melt analyze. Analyzu je mozné provést jedin€ s vyuZitim
interkala¢nich barviv [8].
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Obrdazek 4: Analyza kiiivky tani. Upraveno dle [9].

2.2.4 VysokorozliSovaci analyza krivky tani (HRM)

VysokorozliSovaci analyza kiivky tani (HRM) pfedstavuje novou, citlivéjsi verzi
konvenéni analyzy ktivky tani. Je zalozena na detekci malych rozdili v profilu kiivek
tani a v hodnotach teploty tani (T) analyzovanych vzorku, které jsou charakteristické
pro konkrétni zdménu na konkrétni pozici v sekvenci amplikon. HRM analyza
umoziuje detekci na urovni jednonukleotidovych zamén v sekvencich DNA a tim
velmi ptesnou specifikaci PCR produktu [11, 12].

Rozdil oproti konvenc¢ni analyze kiivky tdni je v pouziti pln€ saturacniho
fluorescenéniho barviva. Tim je eliminovana redistribuce barviva béhem denaturace
aje umoznéno monitorovani zmén intenzity fluorescence ve vysokém rozliSeni
pomoci vhodnych cyklerti s vysoce piesnou a stabilni kontrolou ¢asového teplotniho
narustu (citlivost az 0,01 °C/s) [10].

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o velmi senzitivni srovnavaci analyzu, je tieba dbat
na jednotnost analyzovanych vzorki. Pro spolehlivost metody je vhodné, aby mély
vzorky stejny objem, stejnou koncentraci DNA, fluorescen¢niho barviva, MgCl, atd.
Vzorky rizného stafi a zptisobu izolace je tieba precistit a rozpustit ve stejném pufru
(kvuli stejnému iontovému slozeni). Senzitivitu a specificitu metody ovliviiuje také
délka amplikonti (nejvhodnéjsi jsou PCR produkty do 400 bp) [13].

2.2.5 Vyhody PCR v reilném case (oproti konvenéni PCR)

Velkou vyhodou této metody je kvantifikace PCR produktu béhem reakce (v Sirokém
rozsahu, v fadu 7-8 logaritmickych dekad) a z toho plynouci kvantifikace vychoziho
mnozstvi cilové sekvence templatu. Oproti konvenéni PCR je qPCR také citlivejsi,
arychlejsi, dale je mozna i automatizace procesu [6, 9]. Vyhodnocovani vysledka
béhem reakce, eliminujici post-PCR manipulace, rovnéz vyznamné snizuje rizika
kontaminace analyzovaného vzorku [14].

PCR v redlném case diky svym vyhodam (oproti konven¢ni PCR) roz§ifuje oblast
vyuziti PCR. Siroké spektrum aplikaci qPCR bude dile demonstrovano na vyuziti
gPCR Vv potravinarstvi.
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2.3 Vyuziti PCR v redlném cCase v potravinarstvi

Diky své citlivosti, specificité, presnosti a rychlosti zaziva PCR v realném case velky
boom a nachazi v potravinaistvi stale SirSi rozsah aplikaci [15]. Ptiklady rtuznych
aplikaci budou déle podrobné rozebirany.

2.3.1 Analyza realnych vzorki

Analyza potravin zahrnuje fadu komplikaci, které jsou obecné spojeny se
zpracovavanim komplexnich realnych vzorkt. Kromé obtizi v konkrétnich ptipadech
zahrnuji tyto problémy kvalitu analyzované DNA, ktera je ¢asto degradovana teplotou
a procesem zpracovani, coz limituje délku amplikonu. DNA mize byt rovnéz
depurinovana pasobenim kyselého pH a enzymt, ¢imz dochazi k ovlivnéni mnozstvi
amplifikovatelné DNA a nésledné 1 detekce a kvantifikace. Velky problém spojeny
s analyzou potravin predstavuje znacné mnozstvi inhibitort PCR ¢i  latek
znesnadnujicich extrakci DNA, které je tfeba odstranit [16]. Kontaminanty mohou
predstavovat ptimo slozky potravin (polysacharidy, lipidy, proteiny, polyfenoly, ionty
kovli nebo komplexy uhlovodikil) nebo latky spojené s manipulaci se vzorkem
(EDTA, SDS, NaCl, fenol ¢i cizoroda DNA,...) [12, 17]. Velky problém mize
ptedstavovat také alespon ¢astecnd znalost cilové sekvence DNA a navrh vhodnych
specifickych primert [18].

Ptes uvedené obtize zlistadva PCR v redlném case Casto nejucinnéjsi volbou analyzy
potravin. Jejim prostfednictvim je mozné analyzovat i vysoce degradovanou DNA
(fragmenty délky 80—120 bp), a to i ve velmi malém mnozstvi. Vhodnym feSenim pfi
odstranovani kontaminanti mitize byt, krom¢ metody fenol-chloroformové extrakce,
pouziti komeréné dostupnych extrakénich kitd [19].

2.3.2 Zkoumani autenticity potravin

Posuzovani autenticity potravin vychazi ze skuteCnosti, Ze autenticky produkt
obsahuje v ur¢itém mnozstvi charakteristické latky odpovidajici pouzitym surovinam
a technologickému postupu zpracovani, coz musi byt dle legislativnich nafizeni jasné
znaceno [15]. Cilem analyzy je odhaleni nedeklarovanych slozek, které vétSinou
souvisi se zamérnym falSovanim produktd ¢i s nedbalosti vyrobcti [16]. FalSovani je
motivovano ekonomickymi aspekty, tudiz se vétSinou jednd o falSovani drahych
potravin nebo potravin prodavanych ve velkych objemech. Néhrada suroviny levnéjsi
slozkou, pfitomnost nedeklarovanych slozek, umélé zlepSovani vlastnosti potravin,
klamné znaceni pivodu vyrobku nebo technologického postupu a dal§i zplsoby
falSovani zapficinuji degradaci kvality produktu a klamani zékaznika. Tyto postupy
jsou nepfipustné z ekonomickych, nabozenskych a zdravotnich dtvoda [15, 20]. Se
zdokonalovanim zpusobii falSovani potravin dochdzi k intenzivnimu vyvoji PCR
V realném case [16].

16



2.3.2.1 Detekce zvifecich druhii v masnych produktech

Masné vyrobky predstavuji jednu z nejvice falSovanych potravinarskych komodit. Pro
ochranu divéry a zdravi spotiebitele je kladen zna¢ny diiraz na pfesné stanoveni
masnych slozek potravin a krmiv [18].

V minulosti byly hlavnim nastrojem stanoveni zivoc¢iSnych druhii v potrave
metody zalozené na imunochemické a elektroforetické analyze proteinti. Tyto metody
vSak ztraci potiebnou citlivost v piipadé vysoce zpracovanych potravin (napf. pfi
analyze pastiky z husich jater) a specificCitu pfi rozliseni pfibuznych zivoc¢isnych druhi
(napf. kufeci a krati) [16, 18]. PCR Vv realném Case pifekonava tyto potize, naptiklad
Vv ptipad¢ analyzy pastiky z husich jater s citlivosti detekce kolem 1 % kontaminace
eliminuje pfidavani levnéjSich nahrazek kvuli finanénimu zisku [16]. Ve snaze
analyzovat produkty obsahujici né€kolik druhii masa byly popsany metody specifické
Multiplex PCR v realném c¢ase (napiiklad pro souc¢asnou detekci a kvantifikaci DNA
Z hovéziho, veprového, kufeciho, kratiho, koniského a skopového masa). AvSak
vysledky téchto analyz je tieba interpretovat s opatrnosti vzhledem Kk riznému obsahu
tuku a tkani u podobnych masnych vyrobka [18].

2.3.2.2 Detekce alergenii

Vzhledem k tomu, Ze miliony lidi trpi alergickymi reakcemi na potraviny (ptipadné
nesnasenlivosti vi¢i nékterym slozkam), je dle legislativy EU nutné uvadét seznam
potencialnich alergenli. Mezi nejbézngjsi alergeny patii mléko, vejce, rizné druhy
ofechd, ryby, korysi, s6ja a pSenice [18].

Siroce rozsifenou metodou pro detekci alergenti je analyza s enzymem vazanym na
imunosorbent, tzv. ELISA, ktera rovnéz ztraci ucinnost pii vySetfovani vysoce
zpracovanych potravin. Také vzhledem k tomu, Ze n€kdy muize 1 nepatrné mnozstvi
alergenu vyvolat alergickou reakci reakci, je vhodné provést PCR v realném case. Jako
ptiklad citlivosti PCR v realném Case je uvadéna kvantitativni imuno-PCR pro detekci
a kvantifikaci pSenice v bezlepkovych potravinach pro celiaky, ktera je 30krat
citlivéjsi nez ELISA [16]. Stejn¢ jako u masnych vyrobku jsou u analyzy alergenti
provadény pokusy Multiplex PCR v redlném case pro souCasnou detekci vice
alergent. Napriiklad spole¢ny test pro detekci arasidu, liskovych ofiskd, celeru a soji
vykazoval vysokou specificitu a citlivost az 0,01 %. Jiny test na detekci vajec, mléka,
mandli a sezamu vykazoval niz$i citlivost pro mléko a vejce z diivodu niz§iho obsahu
DNA v téchto potravinach [18].

2.3.2.3 Detekce geneticky modifikovanych organismii

S rozmachem produkce geneticky modifikovanych organismti (GMO) v posledni dobé
vzristd pozadavek na vystopovatelnost vSech geneticky modifikovanych (GM) ptisad.
Dle legislativy EU musi byt produkty obsahujici GM slozky jasné oznaceny.
V pfipadé, Ze je vyrobek uvadén bez GM piimési, mize obsahovat maximalné 0,9 %
nahodné¢ kontaminujicich GM variet, které jsou povoleny v EU. Pro variety
neschvalené v EU je tento limit nulovy [16].
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PCR v redlném case je hojné vyuzivand metoda k testovani potravin na pfitomnost
GMO. K intenzivnimu vyvoji dochazi taktéZ na poli mnohonasobnych reakci [18].
Nejcastéjsim limitem byva v nékterych ptipadech obtizna dostupnost referenénich GM
standardil [16]. V tomto ohledu je vhodné zminit vyvoji metody Multiplex PCR
VvV realném case pro simultanni detekci a kvantifikaci DNA ze tii transgennich druht
ryze vcetné konstrukce a aplikace umélého oligonukleotidu jako referenc¢niho
materialu. Analyza vyhovovala potfebné specificité a citlivost reakce se pohybovala
v rozmezi 0,01-1 % [18].

2.3.2.4 Vyzkum mikrobialniho sloZeni potravin

V poslednich dvou desetiletich doslo k vyraznym zméndm ve studiu mikrobidlnich
spolecenstvi V potravinach. Znalosti o slozeni mikrobidlni komunity, jeji rozmanitosti,
zménéach a potencidlnich mikrobidlnich interakcich v potravinovych matricich jsou
zasadni pro zajisténi produkce bezpeénych a vysoce kvalitnich potravin. Studium
mikrobialnich populaci umoziuje lepsi pochopeni a spravu mikrobialnich procest pfi
zpracovani (ovlivnéni chuti, konzistence, vyzivové hodnoty), manipulaci a skladovani
potravin (prodlouzeni trvanlivosti) a tim zlepSovani mikrobiologické bezpeénosti
rychlym a pfesnym sledovanim potencialnich patogent [19]. Kromé toho je stale vétsi
duraz kladen na kvantifikaci, naptiklad k urCeni mnozstvi pfitomnych
mikroorganismi, které jsou Skodlivé v piipadé patogenti nebo prospésné v piipadé
probiotik [16, 21].

Tradi¢ni kultivacni metody jsou nejen zdlouhavé, ale Casto je také obtizné
prostiednictvim téchto metod kultivovat mikroorganismy oslabené nebo vyzadujici
selektivni obohaceni, pfipadné mohou byt cilové mikroorganismy nedetekovatelné
kvali silnému narstu doprovodné mikroflory. Tato omezeni vedla k rozvoji metod
zalozenych na amplifikaci a detekci nukleovych kyselin, jako je PCR v redlném
Case [19]. Velky vyznam piedstavuje rychla, pfesna a spolehliva detekce patogen,
kterd je popsana napiiklad v testovani Siroké Skaly potravin na pfitomnost salmonel,
které vyustilo ve spolehlivou identifikaci bakterii jiz béhem 28 hodin (v kontrastu
s nékolika dny pfi kultivaci) [18]. Nekteré analyzy zjist'ujici pfitomnost patogent se
pro svou dulezitost staly komer¢né dostupnymi [16]. Omezeni spolehlivosti PCR
Vv realném Case byva zplsobeno zejména tim, Ze analyza DNA nerozliSuje mezi Zivymi
a nezivymi buiitkami a muze tak generovat falesné pozitivni vysledky [16, 19]. Mozné
feSeni situace predstavuje pouziti vhodnych interkalacnich barviv jako je propidium
monoazid (PMA). PMA selektivné pronikd pouze do mrtvych bunék s porusenou
integritou bunéné membrany a po fotoindukci azidové skupiny se vaze na DNA,
ktera se tim stava nerozpustnou a je odstranéna v pribchu extrakce. Tyto chemikalie
Vv soucasnosti podléhaji intenzivnimu vyvoji [19]. Pro analyzu Sirokych mikrobialnich
komunit v komplexnich potravinovych matricich je velmi dualezity také vyvoj metod
Multiplex PCR v realném case [18].
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické casti bakalaiské prace bylo podrobné pojednat o molekularné
diagnostickych metodach PCR a PCR v redlném case a o aplikaci PCR Vv redlném case
pfi analyze potravinovych matric.

V ramci experimentalni ¢asti byla izolovana DNA z mlécného vyrobku Bio Via
Natur drink v patficné kvalit¢ a mnozstvi. Pomoci PCR byla prokazana ptitomnost
mikroorganismi domény Bacteria a dale rodu Lactobacillus a Bifidobacterium
s naslednym ovéfenim a uptesnénim vysledkii pomoci PCR v redlném case a HRM
analyzy.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material

4.1.1 Vzorek mlééného vyrobku s probiotickymi kulturami

Potravinaisky vyrobek Bio Via Natur drink vyroben firmou OLMA a. s. — jogurtovy
napoj S probiotickymi kulturami s pfichuti jahody. Vyrobek obsahuje bakterie
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus,
Streptococcus thermophilus a Bifidobacterium sp.

4.1.2 Pouzité bakterialni kmeny pro pozitivni kontroly

Cisté bakterialni kultury pouzité pro izolaci DNA byly ziskdny z Ceské sbirky
mikroorganismii, Brno, CR (CCM) a z Kolekce primyslovych mikroorganismii, PL
(LOCK).

o Bifidobacterium brevis

e Lactobacillus johnsonii CCM 2935

e Lactobacillus paracasei LOCK 0919

Izolovana DNA (10 ng/ul) zuvedenych bakteridlnich kmentt byla dodana
Ing. Trachtovou, Ph.D.

4.1.3 Cista bakterialni DNA
e Escherichia coli strain B D4889-5UN (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

4.1.4 Chemikalie

Vsechny roztoky byly pfipraveny ze sterilnich roztokd.
e Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e DNA standard (100 bp), (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Dodecyl sulfat sodny — SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)
e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Fenol (Lachema, Brno, CR)
e Fluorescen¢ni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Chloroform (Penta, Chrudim, CR)
e Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)
e Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)
e Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)
e Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)
e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)
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Polyethylen glykol — PEG 6 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Serva, Heidelberg, SRN)

415 Roztoky

Lyzaéni pufr | (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0)

Lyza¢ni pufr II (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5mM EDTA, pH 8,0; 3 mg/ml
lysozymu)

Smés chloroformu a isoamylalkoholu — CIZ (v poméru 24:1)

TBE pufr (54 g Tris-HCI; 27,5 g H3BO3; 20 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; doplnéno na
1 1 destilovanou vodou, pted pouzitim 20krat nafedéno)

TE pufr (10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), destilovana voda)
Tris-HCI (1 M: 12,1 g Tris-baze; doplnéno na 100 ml destilovanou vodou;
upraveno HCI na pH 7,8)

4.1.6 Magnetické nosice

Magnetické polymerni nosice PGMA byly pfipraveny Ing. Hordkem, CSc. na
Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze.

Tabulka 1: Specifikace magnetickych nosicu

. Fe Prumér -COOH
Znaceni Polymer (% hm.) | nosite (um) PDI | Dn | Dw (mM/g)
Fkol B 100 ox | PGMA 5,36 0,7 1,16 | 0,70 | 0,81 0,67

PGMA — polyglycidyl methakrylat, PDI — index polydisperzity (pomér hmotnosti a poctu

nosici o prumerne velikosti), Dn — pocet castic priumérné velikosti, Dw — hmotnost castic

prumeérné velikosti

4.1.7 Komponenty pro PCR a gPCR

PPP Master Mix (2krat koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pfi 25°C),
40 mM (NH4),SOq4, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM
dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo,
stabilizatory a aditiva), (Top-Bio, Praha, CR)

Primery specifické pro rod Bacteria (F_eub, R_eub) [21]

Primery specifické pro rod Lactobacillus (P1V1, P2V1) [23]

Primery specifické pro rod Lactobacillus (R_alllact, F_alllact) [21]

Primery specifické pro rod Bifidobacteria (Pbi F1, Pbi R2) [22]

qPCR 2x SYTO-9 Master Mix (2krat koncentrovany 150mM Tris-HCI, pH 8,8
(25°C), 40mM (NH,4)2SO4, 5mM MgCl,, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM
dGTP, 400uM dTTP, Taq DNA polymeraza (50 U/ml), monoklonalni protilatka
anti-Tag, SYTO-9, stabilizatory a aditiva), (Top-Bio, Praha, CR)

Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)
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4.1.8 Pomiicky a pristroje

e B¢zné laboratorni sklo, umélohmotné a kovové pomiticky apod.

e Centrifuga FVL-2400N Combi-Spin/Vortex (bioSan, Riga, Litva)

e Centrifuga Mini Spin 14 500 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Digitalni fotoaparat Casio Exiilim (Casio Computer co.Ltd)

e Exikator (KIF LAB)

e llumina Eco Real-Time PCR system (llumina, USA)

e Inkubacéni box UVC/T-AR, DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)

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

e Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

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

e Mikropipety Discovery HTL riznych objemti (PZ HTL, Var$ava, Polsko)

e Mikrovlnna trouba PROLINE SM117

e Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)

e NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

e Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

e Thermocycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australie)

e Thermocycler Minicycler ™ (BIO-RAD Lab., USA)

e Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, Albany, USA)

e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

4.2 Metody

Popsané postupy prace byly pievzaty ze skript k laboratornimu cviceni [1]
S Upravami podle Ing. Trachtové, Ph.D.

4.2.1 Priprava hrubého lyzatu bakteridlnich bunék

e Byly odebrany 4 vzorky po 1ml z mlééného vyrobku do Eppendorfovych
zkumavek (1,5 ml).

e Vzorky byly centrifugovany pti 14 500 ot/min po dobu 5 minut.

e Supernatant byl jednim otocenim zkumavky opatrné slit a sediment se nechal
okapat.

e Sediment byl suspendovan v 1 ml lyza¢niho pufru I.

e Suspenze byla znovu centrifugovana pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut.

e Supernatant byl opét odstranén a sediment byl suspendovan v 1 ml lyza¢niho
pufru Il.

e Vzorky byly za obcasného promichani inkubovany 30 minut pii laboratorni
teploté.

e Dale bylo pfidano 100 pl 10% SDS a 50 pl proteinazy K (0,1 mg/ml) a vse bylo
promichéno.

e Vzorky byly inkubovany 30 minut pii 55 °C.
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4.2.2 TFenolova extrakce bakterialni DNA

Ke dvéma vzorkim bunéénych lyzatd po 500 ul bylo pfidano 500 pl fenolu
(pfedestilovan; pH 7,8; obarven oxychynolinem).

Roztoky byly 4 minuty kyvavym pohybem opatrn¢ promichavany.

Mikropipetou byla odebrana horni vodni faze s DNA do ¢istych Eppendorfovych
zkumavek.

Vzorky byly doplnény TE pufrem na objem 500 pl.

Bylo pridano 700 pl smési chloroform-isoamylalkohol (24:1).

Roztoky byly opét 4 minuty promichavany kyvavym pohybem.

Nasledné byly vzorky centrifugovany pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut.

Opét byla odebrana horni vodni faze s DNA do Ccistych Eppendorfovych
zkumavek.

4.2.3 Srazeni DNA ethanolem

Mikropipetou byl zméfen objem ziskaného roztoku a vzorky byly doplnény TE
pufrem na 400 pl.

Bylo pfidano 20 pl 3 M octanu sodného a vSe bylo promichéno.

Byl ptidan 1 ml ethanolu (96 %) vychlazeného na —20 °C a obsah zkumavek byl
promichan.

DNA byla srazena pti —20 °C po dobu 15 minut.

Vzorky byly centrifugovany pii 14 500 ot/min po dobu 15 minut.

Supernatant byl jednim oto¢enim zkumavek opatrné slit a sediment se nechal
okapat.

Zkumavky se sedimentem byly ponechany 10 minut v exikatoru.

Sediment byl suspendovan v 200 pl TE pufru a vzorky uchovany pii 4 °C pro dalsi
praci.

4.2.4 lzolace DNA z hrubého lyzatu bunék z mlééného vyrobku pomoci

magnetickych mikrocastic
K separaci pomoci magnetickych mikrocastic byly pouzity zbylé 2 vzorky hrubych
lyzatd z mlé€ného vyrobku.
Byla ptipravena smés k izolaci DNA (Tabulka 2) o celkovém objemu 1 000 pl.

Tabulka 2: Slozeni smési k izolaci DNA pomoci magnetickych mikrocastic.

Porlf:;][; :)l:::tyCh Komponenty Objem (pl)
1. NaCl (5 M) 400
2. hruby lyzat bun¢k 100
3. PEG 6 000 (40 %) 400
4. magneticky nosi¢ (2 mg/ml) 100

Byl pouzit magneticky nosi¢ Fkol B 100 ox (2 mg/ml).
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Vysledna koncentrace PEG 6 000 ve smési byla 16 %, 2M NaCl.

Sm¢és byla inkubovana 10 minut pii laboratorni teplot¢.

Dale byla smés umisténa do magnetického separatoru, kde byly magnetické Castice
separovany po dobu 5 minut pfi laboratorni teplotg.

Supernatant byl opatrné odpipetovan.

Zkumavka s magnetickym nosicem snavazanou DNA byla odstranéna
z magnetického separatoru.

Do Eppendorfovych zkumavek se vzorky byl piidan 1 ml 70% ethanolu, vzorky
byly promichany a separovany Vv magnetickém separatoru po dobu 30 s pii
laboratorni teplote¢.

Supernatant byl opatrné€ odpipetovan.

Magnetické nosi¢e byly znovu 2krat promyvany s500 pul 70% ethanolu
a separovany po dobu 30 s, supernatant byl nasledné opét odstranén.

Eppendorfovy zkumavky byly vyjmuty z magnetického separatoru a zbytek
ethanolu byl odpaten v exikatoru.

DNA navazana na magnetickych Casticich byla eluovana do 50 pl TE pufru.

Druhy den byly v magnetickém separdtoru separovany magnetické Castice
z roztoku po dobu 1 minuty a eluat obsahujici DNA byl odebran do cistych
zkumavek.

4.2.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

Roztoky DNA v TE pufru o objemu 3 pl byly naneseny na ¢ocku Label Gard™

mikrolitrové kyvety NanoPhotometru ™.

Byla zmé&fena absorbance pro vinové délky 230 nm (minimum absorbance pro
DNA), 260 nm (maximum absorbance pro DNA), 280 nm (maximum absorbance
pro proteiny) a 320 nm oproti TE pufru.

Z hodnoty absorbance pro 260 nm byla vypoétena koncentrace DNA ve vzorku.
Z hodnoty Azso nm/Azso nm byla uréena Cistota vzorku DNA.

4.2.6 Agarézova gelova elektroforéza bakterialni DNA

Byl pfipraven 0,8% agarozovy gel ze smési 0,4 g agardozy a 50 ml 0,5krat
koncentrovaného TBE pufru, ktera byla v nékolika fazich rozvafena v mikrovinné
troubg.

Jakmile suspenze vychladla asi na 60 °C, byla promichana a nalita do
elektroforetické vanicky s hiebinkem a gel byl ponechan k tuhnuti po dobu
1,5 hodiny.

Hiebinek byl opatrné vyjmut a do vzniklych komurek bylo nanaseno po 15 pul
DNA ziskané fenolovou extrakci a pomoci magnetickych nosict smichanych s 3 pl
6krat koncentrovaného nanaSeciho pufru. Stejnym zplsobem byla nanesena
pozitivni kontrola bakterialni DNA kmene Lactobacillus johnsonii CCM 2935.

Gel byl umistén ve spravné orientaci do elektroforetické vany.

Vanic¢ka byla opatrné prevrstvena 0,5x TBE pufrem do vysky asi 1 cm nad gel.
Elektroforéza byla spusténa a probihala pti napéti 80 V po dobu 1 hodiny.
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4.2.7

Poté byl gel barven v 1azni s ethidium bromidem po dobu 30 minut.
Gel byl oplachnut v destilované vode.

Gel byl ozéafen v transiluminatoru UV svétlem o vinové délce 305 nm, byl

vyhodnocen a byla provedena fotograficka dokumentace.

Konvenéni PCR

Vsechny komponenty PCR byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce

centrifugovany.

Byla piipravena smés pro PCR o celkovém objemu 25 pl. Pofadi a objemy
komponent pro PCR jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni smési pro konvencni PCR.

Porl?:rlng gl:::tyc}l Komponenty Objem (pl)
1. voda pro PCR 9,5
2. PPP Master Mix (Top-Bio) 12,5
3. primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4. primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5. matrice DNA (10 ng/ul) 1,0

Pro jednotlivé
(Tabulka 4).

specifické PCR byly pouzity vhodné

Tabulka 4: Specifikace pouzitych primerii pro specifické PCR.

specifické primery

Specificka Velikost
P Primer | Sekvence primeru (5°-3") | produkti | Reference
PCR PCR (bp)
TCC TAC GGG AGG CAG
Domé F_eub CAGT
omena 466 [21]
Bacteria R eub GGA CTACCA GGG TAT
- CTAATCCTGTT
E alllact TGG ATG CCT TGG CAC
Rod - TAG GA 92 [21]
Lactobacillus R alllact AAA TCT CCG GAT CAA
- AGC TTACTT AT
Pbi F1 CCGGAATAGCTCC
gic;?dobacterium Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT o =
GTG AA

Jako DNA matrice byla pouzita purifikovana DNA ze zminénych vzorki (body
4.2.2-4.2.4), ktera byla zfedéna na koncentraci 10 ng/ul. Do reakéni smési byla
pridavéna jako posledni.

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola. Matrice DNA byla
nahrazena stejnym objemem DNA o0 koncentraci 10 ng/ul izolované ze sbirkovych
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kment. Pfi PCR specifické pro doménu Bacteria [21] byla pouzita DNA
Lactobacillus johnsonii CCM 2935, pii PCR specifické pro rod Lactobacillus [21]
se jednalo o DNA Lactobacillus paracasei LOCK 0919 a pii PCR specifické pro
rod Bifidobacterium [22] o DNA Bifidobacterium brevis.

Negativni kontrola byla pfipravena nahrazenim DNA matrice v PCR smési
stejnym objemem vody pro PCR.

Ptipravené PCR smési byly promichény, kratce centrifugovany a pouzity pro PCR.
Byl spustén ptislusny program pro PCR (Tabulka 5).

Tabulka 5: Amplifikacni programy pro specifické PCR.

Cislo Krok Doména Rod Rod
kroku Bacteria Lactobacillus | Bifidobacterium
Prodlouzena
1 denaturace DNA 95°C/5min | 95°C/5 min 94 °C/5 min
V prvnim cyklu
2 Denaturace DNA 95°C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/1 min
3 Hybridizace primert 55°C/30's 58 °C/30 s 50 °C/1 min
g | Syntézanovich 72°C/Imin | 72°C/Lmin | 72 °C/2 min
retézci DNA
g | Dosyntetizovani DNA |2 o5 i | 72°C/5min | 72°C/5 min
V poslednim cyklu
Pocet cykli (krok 2—4) 30 30 30

4.2.8 Agarézova gelova elektroforéza produktu PCR

Na agarozovou gelovou elektroforézu produkti PCR specifickou pro doménu
Bacteria byl pouzit 1,6% gel, pro rod Lactobacillus byl pouzit 2% gel a pro rod
Bifidobacterium byl pouzit 1,5% gel. Gely byly piipraveny smési vhodného
mnozstvi agardzy a 0,5krat koncentrovaného TBE pufru. Suspenze byla v nékolika
fazich rozvafena v mikrovinné troub€. Bylo pfiddno fluorescen¢ni barvivo
GoldView (1%, 5 pl/100 ml gelu).

Jakmile smés vychladla asi na 60°C, byla po promichani nalita do
elektroforetickych vanicek s hiebinkem a nechana k zatuhnuti (1 hodina).
Htebinek byl opatrné vyjmut a do vzniklych komiirek bylo nanaSeno po 15 ul PCR
produktti smichanych s 3 pl 6krat koncentrovaného nanaseciho pufru. Na gely byl
nanesen rovnéZ hmotnostni standard (100 bp zebticek).

Gely byly umistény ve spravné orientaci do elektroforetickych van.

Vanic¢ky byly opatrné ptevrstveny 0,5% TBE pufrem.

Elektroforéza byla spusténa a probihala pfi napéti 80 V po dobu 1,5 hodiny.

Gely byly ozateny V transiluminatoru UV svétlem o vinové délce 305 nm, byly
vyhodnoceny a byla provedena fotografickd dokumentace.
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4.2.9 Kvantitativni PCR

Vsechny komponenty byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichdny a kratce
centrifugovany.

Byla piipravena smés pro qPCR o celkovém objemu 25 pl. Poradi a objemy
komponent jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Slozeni smési pro PCR v redlném case.

P‘”E;;‘;g’:::t“h Komponenty Objem (u)
1. voda pro PCR 9,5
2. gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio) 12,5
3. primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4. primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5. matrice DNA (10 ng/ul) 1,0

Pro qPCR byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria F_eub a R_eub
[21] (Tabulka 4). Jako DNA matrice byla pouzita stejna DNA jako pro konven¢ni
PCR (bod 4.2.7). Do reakéni smési byla ptidavana jako posledni.

Stejnym postupem byla pfipravena negativni kontrola. Matrice DNA byla
nahrazena stejnym objemem vody pro PCR.

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola. Matrice DNA byla
nahrazena stejnym objemem DNA o koncentraci 10 ng/ul izolované z kultury
Lactobacillus johnsonii CCM 2935.

Ke kazdému vzorku byl pfipraven druhy paralelni vzorek.

Nasledné byla desitkovym fedénim pfipravena kalibra¢ni kiivka z kultury bakterie
Escherichia coli (Sigma-Aldrich) v rozsahu 100-0,001 ng/ul (desitkové fedéni).
Ptipravené smési byly promichany, kratce centrifugovany a pouzity pro qPCR.

Na cykleru Rotor-Gene 6000 byl spustén ptislusny program pro qPCR pro doménu
Bacteria spole¢né s Melt analyzou (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Amplifikacni program qPCR vcetné Melt analyzy.

Cislo kroku Krok Amplifikacni program
Prodlouzena .
L denaturace DNA v prvnim cyklu 95 °C/5 min
2 Denaturace DNA 95°C/30s
3 Hybridizace primerii 55°C/30's
4 Syntéza novych feté¢zci DNA 72 °C/30 s
Dosyntetizovani .
° DNZ\HV poslednim cyklu 72°C/5 min
Pocet cykla (krok 2—4) 35
95°C/1s
6 Melt analyza 55°C/5s
72°C/5s

e Statistické vyhodnoceni vysledki qPCR bylo provedeno pomoci softwaru cykleru
Rotor-gene 6000 (verze 1. 7. 87).

e Pro kvantifikaci byla pouzita metoda absolutni kvantifikace. Reakéni u¢innost byla
vypoctena ze sklonu amplifika¢nich ktivek (M). Spolehlivost metody byla
odhadnuta z korelagniho koeficientu linearni regrese (R).

4.2.10 PCR-HRM

e Smés pro PCR-HRM byla ptipravena obdobné jako pro kvantitativni PCR (bod
4. 2.9) s rozdilem navysSeni objemu DNA matrice o 1 pl na ukor vody pro PCR.

e Byly pouzity primery specifické pro rod Lactobacillus P1V1 a P2V1 [23]
(Tabulka 8).

Tabulka 8: Specifikace pouzitych primerii pro PCR-HRM.

Primer Sekvence primeru (5°- 3") Vell(l;;::tl:\[: Eg(:;)lktu Reference
P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC 110 (23]
P2V1 TTC CCC ACG CGT TACTCACC

e Pro PCR-HRM bylo nanaseno po 10 ul z pripravené smési do jamek platicka
cykleru llumina Eco Real-Time PCR system.

e Byl spustén qPCR program specificky pro rod Lactobacillus [10] spole¢né s HRM
analyzou (Tabulka 9).
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Tabulka 9: Amplifikacni program qPCR-HRM.

k(i‘ SLTJ Krok Amplifika¢ni program

Prodlouzena .
! denaturace DNA v prvnim cyklu 95 °C/5 min

2 Denaturace DNA 95°C/30's

3 Hybridizace primert 52 °C/30 s
4 Syntéza novych feté¢zcit DNA 72 °C/1 min
Dosyntetizovani .
> DN/Z\ Vv poslednim cyklu 72°C/5 min

Pocet cyklua (krok 2-4) 35

95°C/15s

6 Analyza k¥ivek tani (HRM) 55°C/15s
95°C/15s

e Statistické vyhodnoceni vysledki PCR-HRM bylo provedeno pomoci softwaru
Eco Software v5.0. Analyzou ktivky tani byla zjisténa hodnota Ty, specificka pro
ptitomné amplikony.

4.3 Vysledky

4.3.1 lzolace a detekce DNA z mlé¢ného vyrobku
Z mlécného vyrobku byl pfipraven hruby lyzat bunc¢k. Dva vzorky hrubého lyzatu
byly podrobeny izolaci DNA metodou fenolové extrakce a srazeni v ethanolu, dalsi
dva vzorky byly podrobeny separaci DNA pomoci magnetickych mikro¢astic
Fkol B 100 ox.

Ptitomnost izolované DNA ve vSech vzorcich byla ovéfena agar6zovou gelovou
elektroforézou. Ve vSech vzorcich byla detekovéana izolovana DNA.

4.3.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky. Veskeré
vysledky stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10: Koncentrace izolovanych nukleovych kyselin a hodnoty absorbance pri riiznych

vinovych délkach.
Metoda izolace vzorku Aoz Aoeo Aogo Az Azeo/Azgo C [ng/pl]
Fenolova extrakce 1 0,043 | 0,308 | 0,208 | 0,014 1,515 147
Fenolova extrakce 2 0,047 | 0,303 | 0,205 | 0,015 1,516 144
Magnetickd separace 1 0,021 | 0,164 | 0,129 | 0,055 1,473 55
Magneticka separace 2 0,012 | 0,119 | 0,092 | 0,033 1,458 43
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Celkova koncentrace nukleovych kyselin ve vzorcich se pohybovala v rozmezi
43-147 ng/ul. Pomér absorbanci Azso/Azgo se pohyboval pod optimalnimi hodnotami,
coz poukazuje na pfitomnost proteint.

4.3.3 Konvenc¢ni PCR a detekce produktu PCR

Vsechny vzorky izolované DNA ziedéné na 10 ng/ul byly podrobeny amplifikaci
DNA pomoci PCR specifické pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub [21]), pro
rod Lactobacillus (primery F_alllact a R_alllact [21]) a pro rod Bifidobacterium
(primery Pbi F1 a Pbi R2 [22]).

Pritomnost specifickych produkti PCR byla ovéfena agardzovou gelovou

elektroforézou. Vysledky elektroforéz a popisy gell jsou znazornény na nasledujicich
obrazcich (5-7).

1500 bp—>»
1000 bp—>»

500 bp—>» <«— 466 bp

400 bp—>»

100 bp—>»

Schéma naneseni vzorki: 1 — Zebricek, 2 a 3 — DNA izolovana fenolovou extrakci, 4 a 5 —
DNA izolovana magnetickymi nosic¢i, 6 — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus
johnsonii CCM 2935, 10 ng/ul), 7 — negativni kontrola.

Obrazek 5: Agarozova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro doménu
Bacteria [21].

Ve vsech vzorcich z mlécného vyrobku byl v riizné intenzité detekovan specificky
produkt PCR (466 bp), tim byla prokazana pfitomnost bakterialni DNA.
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<«—1500 bp

<«—1000 bp

<«— 500 bp
<«— 400 bp

<«— 300 bp

<«— 200bp

92 bp <«— 100 bp

Schéma naneseni vzorkii: 1 — negativni kontrola, 2 — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus
paracasei LOCK 0919, 10 ng/ul), 3 a 4 — DNA izolovand fenolovou extrakci, 5 a 6 — DNA

izolovand magnetickymi nosici, 7 — zebricek.

Obrdzek 6: Agarézova gelovd elektroforéza produktu PCR specifického pro rod
Lactobacillus [21].

Ve vsech vzorcich z mlééného vyrobku byl v riizné intenzité detekovan specificky
produkt PCR (92 bp), tim byla prokazana pfitomnost DNA rodu Lactobacillus.

31



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Schéma naneseni vzorki: 1 — Zebricek, 3 a 5 — DNA izolovana fenolovou extrakci, 7 a 9 —
DNA izolovana magnetickymi nosici, 11 — pozitivni kontrola (DNA Bifidobacterium brevis,
10 ng/ul, kontrola je pretizena pravdépodobné kvili Spatnému naredeni), 13 — negativni
kontrola.

Obrazek 71: Agarozova gelova elektroforéza produktu PCR  specifického pro rod
Bifidobacterium [22].

Ve vsech vzorcich z mlééného vyrobku byl v rizné intenzité detekovan specificky
produkt PCR (914 bp), tim byla prokazana pfitomnost DNA rodu Bifidobacterium.

4.3.4 Kvantitativni PCR

Byla provedena qPCR specificka pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub [21])
pro zjisténi presné koncentrace bakteridlni DNA ve vzorcich z mlééného vyrobku
metodou absolutni kvantifikace.

Ze zavislosti hodnoty C; na koncentraci ve srovnani s kalibra¢ni k¥ivkou (v rozsahu
100 ng/ul-1 pg/ul), (bod 1 pg/ul byl pro vypocet zanedban) byla pomoci softwaru
cykleru Rotor-gene 6000 (verze 1. 7. 87) stanovena koncentrace cilové DNA ve
vzorcich v rozmezi 0,002-0,066 ng/ul. Dale byla stanovena hodnota reak¢ni t¢innosti
na 90 % (Efficiency) vypoéitana ze sklonu amplifika¢nich kiivek (M). Spolehlivost
reakce byla odhadnuta z korelaéniho koeficientu linearni regrese (R?) s hodnotou
ptiblizné 0,999 (Obrazek 8).
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Leganda: modré body — kalibracni kiivka, cervené body — analyzované vzorky

Obrazek 8: Zavislost hodnoty Cy na koncentraci.
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Znaceni kirivek: ST — série standardi kalibracni kiivky (bod ST 0,001 ng/ul byl zanedban),
PK — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus johnsonii CCM 2935), NK — negativni kontrola,
FEN. — vzorky ziskané fenolovou extrakci, MAG. C. — vzorky ziskané pomoci magnetickych
mikrocastic.

Obrazek 9: Amplifikacni krivky — zavislost mnozstvi fluorescence na cyklu reakce.

Pro ovéfeni piitomnosti specifického produktu PCR byla provedena Melt analyza.
Byl detekovan jeden vrchol na kiivkach tani — PCR produkt o teploté tani (Ty,) 87,8 °C
(Obrazek 10). Stejné teploty tani dosahoval vrchol pozitivni kontroly (DNA
Lactobacillus johnsonii CCM 2935) i série standardi kalibra¢ni kiivky (standardy
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spolu se vzorky separovanymi magnetickymi nosi¢i nejsou pro piehlednost uvedeny).
Z vysledku vyplyva, ze byla amplifikovana DNA specificka pro doménu Bacteria.
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Znaceni krivek: PK — pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus johnsonii CCM 2935), NK —

negativai kontrola, FEN. — vzorky ziskané fenolovou extrakci.

Obrazek 10: Melt analyza — zavislost mnozstvi fluorescence na teploté.

Veskeré vysledky kvantifikace a Melt analyzy pro testované vzorky jsou uvedeny
v Tabulce 11.

Tabulka 11: Vysledky kvantifikace a Melt analyzy pro jednotlivé vzorky.

Vysvétlivky: N — hodnota Tm nebyla urcena kvili nizkym koncentracim vzorkil.

Charakteristika vzorku Ct C [ng/pnl] Tm (°C)
o 20,27 0,059
V’zorky z r,nleCIl’ehO 20,79 0,042
vyrobku ziskané fenolovou 87,8
extrakci (10 ng/ul) 20,09 0,066
20,13 0,064
Vzorky z mlééného 25,75 0,002
vyrobku ziskané separaci 25,66 0,002 N
magnetickymi 25,56 0,002
mikroc¢asticemi (10 ng/ul) 25,31 0,002
e 14,34 2,640
Pozitivni kontrola 14,52 2354 87,8
., 27,20 0,001
Negativni kontrola 27.96 0,000 N
Standard 100 ng/ul 8,72 97,427
Standard 10 ng/ul 12,20 10,426
Standard 1 ng/ul 15,94 0,945 87,8
Standard 0,1 ng/ul 19,11 0,123
Standard 0,01 ng/ul 23,19 0,009
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435 PCR-HRM
Pro blizsi zatazeni druhd pfitomnych v testovaném vyrobku byla provedena HRM
analyza produktt PCR za pouziti primeri specifickych pro rod Lactobacillus (primery
P1V1 a P2V1 [23]), pro specifikaci produkti reakce byla zafazena HRM analyza.

U analyzovanych vzorkli z mlé¢ného vyrobku byly detekovany dva vrcholy na
ktivkach tani (Tmp = 83,2 °C a Tm = 86,1 °C) znalici ziejmé¢ dva druhy

mikroorganismi rodu Lactobacillus (Obrazek 11).
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Krivky: svetle zelena — DNA izolovana fenolovou extrakci, tmavé zelana — DNA izolovand

magnetickymi nosici, modra — pozitivni kontrola, fialova — negativni kontrola.

Obrazek 11: PCR-HRM specificka pro rod Lactobacillus [23].

4.4 Diskuze
Molekularn¢ diagnostické metody zalozené¢ na amplifikaci DNA ,.in vitro“, jako je
konven¢ni PCR a jeji modifikace — PCR v realném case a PCR-HRM, nachazi stale
Sir$i uplatnéni v mnoha smérech, vcetné potravinafstvi.

Krom¢ jejich nespornych vyhod, které rozsifuji moznosti analyzy rtznych
potravinovych matric a umoznuji generovat piesné a spolehlivé vysledky 1 tam, kde
ostatni metody selhavaji, je tfeba brat v potaz nékterd omezeni. Kromé opatrné
manipulace se vzorkem a precizni pfipravy na analyzu, PCR vyzaduje aspon ¢astecnou
znalost cilové sekvence DNA (sekvence nékterych druhli jsou vSak v soucasnosti jiz
dostupné). Peclivost je nezbytnd nejen pii provadéni PCR zkousky, ale i pfi
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interpretaci jejich vysledkt. Velkou vyzvu v soucasnosti predstavuje zejména vyvoj
vhodnych mnohonasobnych PCR reakci, které vyrazné usnadnuji studium
komplexnich matric a také vyvoj specifictéjsich ptistupl, naptiklad pro identifikaci
ptibuznych druht (HRM) ¢i rozliSeni zivych a mrtvych organismti (PMA). Vyvoj
ruznych piistupi v rdmci PCR v redlném cCase je vSak vyrazné motivovan vzrustajici
potiebou analyzy potravin (GMO, alergeny, patogeny, probiotika).

4.4.1 lzolace a detekce bakterialni DNA z mlééného vyrobku

Celkova DNA byla izolovana z hrubého lyzatu bun¢k mlééného vyrobku fenolovou
extrakci a srazenim v ethanolu a dale také metodou magnetické separace vyuzivajici
magnetické mikroc¢astice Fkol B 100 ox.

Metoda magnetické separace je vhodna zejména pro zpracovani vzorkl, které
obsahuji tzv. inhibitory PCR (napf. vapenaté ionty). Metoda je rychl4, na vybaveni
a chemikalie nendro¢nd a je velmi Setrna ke zpracovdvanym vzorkiim. DNA izolovana
touto metodou by méla byt Cistsi.

Ptitomnost izolované DNA byla ovéfena pomoci agardzové gelové elektroforézy.
Kromé DNA byla detekovana i RNA (byvaji izolovany spole¢né).

Izolovana DNA byla nasledné pouzita jako DNA matrice pro specifické PCR a pro
PCR vreadlném case. Spravné zvlddnuti metody izolace DNA je piedpokladem
uspésnosti PCR.

4.4.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Spektrofotometricky byly analyzovany izolované vzorky. Celkova koncentrace
nukleovych kyselin se pohybovala v rozmezi 43-147 ng/ul (zjisténo z hodnoty Aze).
Koncentrace nukleovych kyselin izolovanych metodou magnetické separace byla nizsi
nez u vzorkl izolovanych fenolovou extrakci, coz mohlo zptsobit nabrani mensiho
mnoZzstvi magnetickych mikrocastic, ale predevSim fakt, Ze metoda magnetické
separace ma obecné niz$i U€innost. Vyssi koncentrace by bylo moZzné dosédhnout také
napf. zvySenim intenzity a doby centrifugace v pfedchozich krocich. Hodnota Ajzso

Cvwr

7ze vzorky obsahovaly uréité mnozstvi proteind (Azso/Azso <1,8). Proteiny jsou
nezadouci, protoze by mohly interferovat v PCR. Avsak pro PCR a PCR v realném
¢ase byla DNA nafedéna (na 10 ng/ul), ¢imz byly natedény i inhibitory PCR [1].

Z vySe uvedeného bylo usouzeno, Ze byla izolovana DNA Vv koncentraci i Cistoté
celkové vyhovujici pro PCR.

4.4.3 Konven¢ni PCR a detekce produktu PCR

Byla provedena specificka PCR pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub [21]),
nasledné pro rod Lactobacillus (primery F_alllact a R_alllact [21]) a pro rod
Bifidobacterium (primery Pbi F1 a Pbi R2 [22]).

Ve vSech vzorcich z mlééného vyrobku byla prokdzdna piitomnost
mikroorganismi domény Bacteria a nasledné bakterii rodu Lactobacillus i rodu
Bifidobacterium v dostate¢ném mnozstvi, coz je v souladu s deklaraci vyrobce.
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4.4.4 Kvantitativni PCR

Byla provedena qPCR specificka pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub [21])
spole¢né s Melt analyzou pro zjiSténi pfesné koncentrace bakterialni DNA ve vzorcich
z mlé¢ného vyrobku. Byla pouzita metoda absolutni kvantifikace.

Vyhodnoceni vysledkti prob&éhlo pomoci softwaru cykleru Rotor-gene 6000 (verze
1. 7. 87) linearni regresni analyzou amplifikacnich kiivek na zakladé kalibracni kiivky
(v rozsahu 100-0,001 ng/ul) sestrojené za pouziti bakterialni DNA Escherichia coli.
Pro analyzované vzorky byla zjisténa hodnota C; ptfedstavujici prahovy cyklus, ve
kterém je detekovan statisticky vyznamny nartst fluorescence. Tato hodnota je
nepiimo imérna ptivodni koncentraci DNA ve vzorku. Nasledn¢ byla podle hodnoty
C: ve srovnani s kalibra¢ni kfivkou urcena ptvodni koncentrace DNA ve vzorcich
v rozmezi 0,002-0,066 ng/ul. Dale byla vyhodnocena reakéni ucinnost na 90 %
(z hodnoty M) a spolehlivost metody s hodnotou priblizng 0,999 (R?). Tyto hodnoty se
pohybuji v optimalnim rozmezi (dle bodu 2. 2. 2), a tudiz 1ze vysledky kvantifikace
povazovat za spolehlivé.

Pomoci Melt analyzy byl detekovan jeden vrchol na kiivkach tani — PCR produkt
0 teploté tani (Ty,) 87,8 °C. U vzorku ziskanych metodou magnetické separace nebylo
mozné stanovit Ty kvali nizké koncentraci vzorkll.. Stejné teploty tani dosahoval
vrchol pozitivni kontroly (DNA Lactobacillus johnsonii CCM 2935) i série standardui
kalibra¢ni kiivky. Z vysledkti vyplyva, ze byla amplifikovana DNA specificka pro
doménu Bacteria.

Hodnoty koncentrace stanovené spektrofotometricky odpovidaji celkovému
obsahu nukleovych kyselin, tedy DNA 1 RNA naopak pomoci qPCR byla stanovovana
pouze cilova, tedy bakteridlni dsDNA. To je diivod rozdilnych hodnoty detekovanych
spektrofotometricky a pomoci qPCR.

445 PCR-HRM

Nasledné byla provedena PCR vrealném case specifickd pro rod Lactobacillus
(primery P1V1 a P2V1 [23]) s HRM analyzou pro specifikaci produktl reakce, tedy
pro rozliSeni jednotlivych druhd mikroorganismi ve vzorcich. Metoda byla
optimalizovdna zvySenim koncentrace DNA matrice v analyzovanych vzorcich
a navySenim poctu cykll reakce.

VysokorozliSovaci analyzou kiivky tani byly u vSech vzorkd z mlééného vyrobku
detekovany dva vrcholy na kfivkach tani (Tmy = 83,2 °C a Tz = 86,1 °C) znacici
ziejmé dva specifické produkty, a tedy dva druhy mikroorganismi rodu Lactobacillus.
Tyto vysledky se neshoduji s tvrzenim vyrobce, které udava téi druhy rodu
Lactobacillus, coz je pravdépodobné zpisobeno nizkou koncentraci jednoho
z ptitomnych druh mikroorganismi. Bliz$i identifikace jednotlivych druhii dosaZeno
nebylo, avSak bylo by mozné ji dosdhnout spole¢nou amplifikaci a srovnanim
S pozitivnimi kontrolami obsahujicimi deklarované mikroorganismy.
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5 ZAVER

Teoreticka cast bakaldiské prace podrobné pojednava o metodach konvencni PCR
a jejich modifikacich — PCR v realném case a PCR-HRM, které je mozné vyuzit pti
detekci, identifikaci, pripadné¢ kvantifikaci mikroorganismii v potravinovych
matricich.

V experimentalni ¢asti byla z mlécného vyrobku Bio Via Natur drink izolovana
DNA metodou magnetické separace pomoci magnetickych mikrocastic Fkol B 100 ox
a metodou fenolové extrakce. Ziskand DNA byla pouzita jako matrice pro specifické
PCR k detekci mikroorganismi domény Bacteria a nasledn¢ roda Lactobacillus
a Bifidobacterium. Konkrétnéj$i informace o analyzovaném vzorku byly ziskany
pomoci PCR v redlném case a PCR-HRM. Pomoci kvantitativni PCR byla uréena
presna koncentrace bakterialni DNA matrice a PCR-HRM umoznila detekci dvou
druhtt mikroorganism rodu Lactobacillus.

V uvedeném vyrobku byla prokazana piitomnost bakterii rodu Bifidobacterium
a dvou druhti bakterii rodu Lactobacillus. Pfitomnost bakterii rodu Streptococcus
nebyla ovétovana.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
bp — par bazi

Dn — pocet castic primérné velikosti

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — 2'-deoxynukleotid-5'-trifosfat

dsDNA — dvojvlaknova DNA

Dw — hmotnost ¢éstic primérné velikosti

EDTA — kyselina etylendiamintetraoctova

ELISA — analyza s enzymem vazanym na imunosorbent
EU — Evropska unie

GM — geneticky modifikovany

GMO — geneticky modifikovany organismus
HRM — vysokorozliSovaci analyza kiivek tani
PCR — polymerazova fetézova reakce

PDI — index polydisperzity

PEG - polyetylenglykol

PGMA — polyglycidyl methakrylat

PMA — propidium monoazid

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case

RNA — ribonukleova kyselina
SDS — dodecyl sulfat sodny

Tag DNA-polymeraza — termostabilni enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus

TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr
TE pufr — Tris-EDTA pufr
UV — ultrafialové svétlo
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