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ABSTRAKT

Imunomagnetickd separace je zalozena na vazbé protilatky s antigenem, kde protilatka je
navazana na magnetickém nosici. V této praci byly pro imunomagnetickou separaci bakterii
mlécného kvasSeni pouzity Castice magnetické perlové celulozy s navazanou protilatkou
antiLactobacillus a antiBifidobacterium. Metoda imunomagnetické separace byla nejprve
optimalizovana a nasledné byla ovéfena tc¢innost a specifita navazanych protilatek na ¢istych
bakterialnich kmenech a kvasinkach, které byly identifikovany pomoci metody polymerazové
fetézové reakce. Utinnost imunomagnetické separace byla rovndz ovéfena na masném
probiotickém vyrobku, ze kterého byly uspéSné izolovany bakterie rodu Lactobacillus.
U DNA z téchto vyizolovanych bun€k byla provedena vysokorozliSovaci analyza kfivek tani,
pomoci které byla prokazana pritomnost nékolika kmenti bakterii rodu Lactobacillus.

ABSTRACT

Immunomagnetic separation is based on binding of antibody with antigen, where antibody
is bound to magnetic particle. In this thesis there were used particles of magnetic pearl
cellulose with antiLactobacillus and antiBifidobacterium antibodies. Immunomagnetic
separation method was optimalized and verified for its efficiency and specifity with bacterial
and yeast cells. This cells were identified by polymerase chain reaction. Efficiency of
immunomagnetic separation was verified on probiotic meat product, where Lactobacillus
cells were isolated. With DNA from isolated Lactobacillus cells the high resolution melting
was performed. The results show presence of several bacterial strains of Lactobacillus
species.
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1 Uvod

V posledni dobé se vénuje velka pozornost probiotickym potravinam a vyrobkum, které
maji vliv na slozeni stfevni mikroflory a tim 1 na zlepSeni zdravotniho stavu hostitele [1].
Mezi nejvyznamnéjsi probiotické kmeny patfi rod Lactobacillus a rod Bifidobacterium, které
jsou vyuzivany v mnoha typech vyrobka s probiotiky (tablety, prasky, mléko, syr, jogurty). Se
vzrastajicim pocétem téchto vyrobkd na trhu je snahou vyvinout nové metody identifikace
ptitomné mikrofléry. Jednou z moznosti je separace bunék pomoci magnetickych ¢astic
a nasledna identifikace izolovanych bun¢k pomoci polymerazové retézové reakce. Tyto nové
metody maji za cil zkratit dobu trvani analyzy a zvysit jeji citlivost a specifitu.

Predkladana prace se zabyva izolaci bun€k bakterii mlécného kvaseni pomoci magnetické
perlové celulézy snavéazanou protilatkou antiLactobacillus a antiBifidobacterium. Pro
identifikaci bunék bylo vyuzito mikrobiologickych metod a molekularné biotechnologickych
metod (polymerazova fetézova reakce, polymerazova fetézovd reakce v realném Case
s kombinaci s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani). Vyhodou pouziti magnetickych ¢astic
pro izolaci bun€k ¢i nukleovych kyselin je omezeni pouziti chemikalii (pfedevsim
organickych rozpoustédel pfi izolaci DNA) nebo rychlost separace. Pii pouziti magnetickych
castic s navazanymi protilatkami je umoznéna specificka izolace bunék.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlécného kvaSeni nachazeji v potravinarstvi uplatnéni jiz od roku 3 000 pf. n. L.,
kdy lidé zacaly vyuzivat tyto mikroorganismy na vyrobu riznych fermentovanych vyrobka ¢i
jinych druhti potravin, jako chléb, syr, ryby nebo maso. Dnes se tyto bakterie pouzivaji jako
startovaci kultury. Jsou pfizpisobeny tomu, aby byly v prostfedi potravin udrzeny v pivodni
formé a zachovaly si tak pozitivni Ucinek na zdravi spotiebitele. V potravinaistvi nachazeji
uplatnéni zejména bakterie rodu Bifidobacterium Carnobacterium, Enterococcus,
Leuconoctoc, QOenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus, Weissella,
Lactobacillus, Lactococcus a Streptococcus. Mezi nejCastéji vyuzivané rody, které patfi mezi
nejvyznamnéj§i bakterie mlécného kvaSeni a zaroven jsou fazeny mezi probiotické kmeny,
patii rody Lactobacillus a Bifidobacterium [2].

2.1.1 Rod Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus (Obrazek 1) patfi mezi bakterie mlécného kvaseni. Jsou to
tyCinkovité bakterie, které vykazuji rust az pti 45 °C [3].
Taxonomické zarazeni [4]:

e Doména: Bacteria

e Kmen: Firmicutes

o Trida: Bacilli

e Rad: Lactobacillales

o Celed’: Lactobacillaceae

e Rod: Lactobacillus

Jednotlivé druhy rodu Lactobacillus se vSak od sebe mirné odlisuji a daji se rozdélit do tii
zéakladnich skupin [5]:

1. Striktné homofermentativni druhy. Do této skupiny patii napt. Lactobacillus
delbriickii nebo Lactobacillus acidophilus

2. Fakultativné heterofermentativni  druhy, které produkuji kyselinu mlécnou
metabolizaci glukozy pres Embden-Meyerhof-Parnasovu drahu. Bakterialni druhy této
skupiny jsou také schopny produkovat ethanol nebo kyselinu octovou. Mezi zastupce
se fadi napt. Lactobacillus plantarum nebo Lactobacillus casei.

3. Striktné heterofermentativni druhy. Jako findlni metabolity jsou u této skupiny
kyselina mlécna a kyselina octova. Do této skupiny fadime napC. Lactobacillus brevis
nebo Lactobacillus reuteri.

Tyto bakterie byly izolovany z mnoha prostiedi. MiZeme je nalézt na rostlinach, hnoji,
odpadnich vodach, ve fermentovanych potravinach nebo v zazivacim traktu zvifat i ¢lovéka.
V potravinafstvi nachazeji uplatnéni zejména pii vyrobe jogurti nebo masnych vyrobka [6].
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Obrazek 1 — Lactobacillus acidophilus [7]

2.1.2 Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou zastoupeny piiblizné 30 druhy, které byly izolovany prevazné
z gastrointestinalniho traktu lidi a zvifat. Jsou to nepohyblivé, nesporogenni tyCinky, které
mohou byt rizné zakiivené a rozvétvené. Jedna se o anaerobni bakterie, avSak sensitivita
jednotlivych bakterialnich druht na kyslik se muaze lisit. Bifidobakterie mohou fermentovat
glukozu, galaktozu a fruktozu, pficemz glukoza je fermentovana na kyselinu mlécnou
a octovou [8].
Taxonomickeé zarazeni[4]:
e Doména: Bacteria
e Kmen: Actinobacteria
o Trida: Actinobacteria
e Rad: Bifidobacteriales
o Celed: Bifidobacteriaceae
e Rod: Bifidobacterium
Bakterie rodu Bifidobacterium (Obrazek 2) jsou hlavni slozkou mikroflory u kojencu
krmenych matefskym mlékem a ve velké mife jsou obsazeny 1 ve stievech zvifat 1 lidi. V roce
2002 byla bakterie Bifidobacterium lactis prohlaSena ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
jako GRAS (Generally regarded as safe — obecné povazovan za bezpecny) [9].
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Obrazek 2 - Bifidobacterium bifidum[10]

2.1.3 Probiotika

Termin probiotika pochazi ptivodné z feCtiny a lze ho prelozit jako ,,pro zivot“. V soucasné
dobé dochazi kjejich prudkému rozvoji, s ¢imz souvisi 1 vyvoj presné definice tohoto
terminu. Aktualné je jako probiotikum oznacCovan ,zivy mikroorganismus, ktery pifi podani
v pfiméfeném mnozstvi pusobi zdravotni pfinos pro hostitele” [1].

Probiotické mikroorganismy jsou obsazeny piedevSim v potravinach na bazi mléka
(fermentované mlécné napoje, syry, jogurty, atd.). Dale se probiotika nachazeji v produktech
jejichz zékladem je soja, ve vyzivnych tyCinkach, cerealiich nebo sirupech. V souvislosti
s jejich funkci je na probiotika kladena cela fada narokt a vyrobky, ve kterych jsou obsazeny,
musi mit napiiklad vhodné pH nebo musi byt specialné baleny ¢i skladovany. Dal§i moznosti
jak uchovat probiotické mikroorganismy v aktivni formé je mikroenkapsulace daného
mikroorganismu, ktery se nasledné stava odolnéjsi vaci prostiedi [1].

Probiotika, ktera jsou pouzivana jako dopln€k stravy, Casto obsahuji nejen bakterie, ale
i kvasinky. Na trh se dodavaji ve formé& kapsuli, tablet, praskt, nebo jako soucast
fermentovanych vyrobka. Probiotické produkty mohou obsahovat jeden probioticky
mikroorganismus nebo jejich smés (Tabulka 1).
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Tabulka 1 — Mikroorganismy pouzivané jako probiotika [11]
Mikroorganismy pouzivané jako
probiotika
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus casei
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus lactis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium lactis
Bacillus cereus
Enterococcus faecalis
kvasinky Saccharomyces boulardii

bakterie

2.14 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravin, které pfiznivé ovliviuji hostitele stimulaci
rastu a aktivity bakterii v tlustém stfeveé, ¢imz mohou zlepSovat zdravi hostitele [12].
Optimalni mikroflora ve stfevech mize zvySovat rezistenci proti patogennim bakteriim nebo
muze snizovat risk vzniku rakoviny. Spravnym vybérem potravin miZeme regulovat slozeni
sttevni mikroflory. Prebiotické substraty jsou selektivné vyuzivany prave sttevni mikroflorou,
ale nepodporuji rist patogenni mikroorganismy jako napiiklad Clostridium nebo Escherichia
coli [13].

Aby vyzivovy substrat mohl byt oznaovan jako prebiotikum, musi spliiovat nasledujici tii
kritéria:

1. Substrat nesmi byt hydrolyzovan nebo absorbovan v zaludku nebo tenkém streve.

2. Substrat musi byt selektivné prospéSny pro symbiotické bakterie v tlustém stfevé
(napft. bifidobakterie, laktobacily).

3. Fermentace substratu pomoci bakterii by méla vyvolat pozitivni u€inky v hostitelském
organismu [13].

2.2 Analyza probiotickych mikroorganismu v potravinach

Zakladem analyzy zivych mikroorganismi, nejen v potravinovych vyrobcich, jsou
mikrobiologické metody nebo metody molekularni biotechnologie, kde je cilem ziskat
templatovou DNA. Templatova DNA muzZe byt nasledné analyzovana celou fadou metod jako
napfiiklad polymerazova fetézova reakce, polymerazova fetézova reakce v realném case nebo
vysokorozliSovaci analyza kfivek tani.
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2.3 Izolace DNA

Nukleové kyseliny jsou obsazeny uvnitf bunék v cytoplazmé, a proto je nutné jejich sténu
nejprve rozrusit. Izolace DNA probihéa ve tifech krocich [14]:
1. Lyze bunék (rozruseni bunécné stény)
2. Extrakce nukleovych kyselin
3. Srazeni a purifikace DNA

2.3.1 Lyze bunék

Pro uvolnéni vnitiniho obsahu bunék je nutné zlyzovat bunécnou sténu. Bakterialni buiky
se rozruSuji lysozymem a souCasné snim se vyuzivaji detergenty pro solubilizaci
cytoplazmatické membrany (lautrylsiran sodny) a chelatacni Cinidla (napt. EDTA), ktera
inhibuji DN4zy a destabilizuji vnitini membrany. Casto se vyuziva i mechanické nebo
fyzikalni (teplotni Sok) rozrusSeni bunécné stény [15].

2.3.2 Extrakce nukleovych kyselin

Nejcast€jSim zptuisobem odstranéni proteinii a extrakce nukleovych kyselin z bunéénych
lyzath je vyuziti smési fenolu a chloroformu. Pfi smichani této smési s bunénym lyzatem
dojde k denaturaci proteint a jejich vysrazeni. Tato srazenina se centrifugaci zakoncentruje do
fazového rozhrani, které odd€luje organickou fazi od faze vodné. Pokud je fenol
ekvilibrovany na neutralni nebo alkalické prostiedi, budou nukleové kyseliny pfitomny ve
vodné fazi [15].

233 Srazeni a purifikace nukleovych kyselin

Precisténi a prevedeni nukleovych kyselin do malého objemu je mozné zajistit precipitaci
alkoholem. Pro zvySeni ucinnosti srazeni, se mohou pfidavat soli (2M NaCl, 3M octan
sodny). Dobrému srazeni také napoméha snizeni teploty na -70 °C. Pfi kratkodobém
skladovani je roztok DNA nejvhodnéjsi uchovavat pii 4 °C (nizsi teplota mize zpusobovat
lamani linearni DNA) [15].

24 Polymerazova retézova reakce

Objev polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction — PCR) znamenal
v biologickych védach velké zmény v identifikaci mikroorganismti a DNA. PCR umoznila
produkci velkého mnozstvi DNA. V soucasné dobé je metoda PCR Siroce vyuziva v mnoha
vyzkumnych odvétvich (detekce patogent, rychlé a citlivé genomické studie, identifikace
zloCinct v kriminalistice) [16]. Polymerazova fetézova reakce se v poslednich desetiletich
stala diky jeji selektivité¢ a jednoduchosti velice vyuzivanou metodou také pfi identifikaci
mikroorganisma [17].

Metoda je zalozena na amplifikaci DNA a je ovlivnéna nékolika faktory (podminky
pfipravy templatu DNA, podminky polymerazové fetézové reakce, spravnou selekci primert
nebo pritomnost Mg”* iont(l) [18][15]. Pro spravny prabéh PCR reakce je nezbytny templat
DNA, primery, DNA polymeraza a nukleotidy. Primery jsou oligonukleotidy, které jsou
komplementarni s templatovou DNA a jsou nezbytné pro vytvoreni specifického PCR
produktu. DNA polymeraza je klicovy enzym pii syntéze PCR produktu (Obrazek 3).
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Nukleotidy jsou fosforylované nukleosidy, které jsou pomoci DNA polymerazy spojovany ve
vysledny PCR produkt. Mezi nukleotidy, které jsou pfitomny v deoxyribonukleové kyseling,
fadime adenin (A), thymin (T), cytosin (C) a guanin (G) [16].

Jak uz bylo vySe zminéno, vybrané useky DNA se syntetizuji pomoci DNA-polymerazy
a jejich syntéza probiha v termocykleru ve tfech opakujicich se krocich [15]:

1. Denaturace dvouretézcovych molekul DNA (~95 °C) — dochazi k rozpadu vodikovych
mustka a naslednému rozpadnuti dvousroubovice.

2. Pripojeni primert k oddélenym fetézcim DNA - Annealing (30-65 °C) — piiblizna
teplota  hybridizace se vypocita zteploty tani (T,) primerd [19].
Thn=(G+C) - 4+(A+T): 2.

3. Syntéza novych fetézci DNA pomoci DNA-polymerazy (72 °C).

Tento postup se opakuje v cyklech (bézné 25-40) a beéhem tohoto procesu roste pocet kopii
exponencialné (2", n = polet cykl). Vysledkem PCR je az miliarda kopii vybraného tseku
DNA [15].

/ — = o
syntéza

+DNA polymeraza

s zahrati hybridizace +dATP DNA
k oddéleni primert +dGTP z primeri
i s el fetézci +dDTP
+dTTP

dvousroubovice

DNA
e |, B t |, ...

1. krok 2. krok 3. krok

prvni cyklus

Obrazek 3 — pribéh polymerazové fetézové reakce [20]

24.1 Polymerazova retézova reakce v redlném case

Polymerazova fetézova reakce v realném Case (QPCR) je metoda, ktera funguje na principu
detekce fluorescencniho zareni. Fluorescence je méfena pii pribéhu reakce a tim umoziuje
detekci i kvantifikaci vysledného PCR produktu [21]. Detekovat produkty PCR lze nekolika
zpusoby, a to pomoci interkalacniho barviva, fluorescencné znacCenych sond nebo
fluorescencné znaCenych primerd [15]. Jelikoz je prabéh PCR velmi zavisly na pouziti
specifickych primerd, musi byt jejich sekvence vzdy publikovana. Pro spravnou funkci
a pochopeni qPCR je nutné zminit nékolik zakladnich faktort, které ji ovliviuji [22]:

e Analyticka citlivost — urCuje minimalni mnozstvi kopii vzorku, které mize byt
detekovano pfistrojem.

e Analytickd specifita — urcuje schopnost detekovat specificky produkt PCR oproti
nespecifickému.
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e Presnost — poukazuje na rozdily mezi experimentalné zmefenymi a skuteCnymi
koncentracemi.
e Opakovatelnost — urCuje schopnost opakovat experiment se stejnymi vzorky ve
stejném pristroji.
e Reprodukovatelnost — uruje schopnost opakovat experiment v riznych laboratofich
na raznych pfistojich.
Real-time PCR mize byt také zkombinovana s reverzni transkripci, coz umoziuje piepis
RNA do cDNA [16].

Vyhodou real-time PCR je 1 moznost provedeni analyzy kiivky tani [21]. Teplota tani
useku DNA urcuje teplotu, pfi niz je 50 % vlaken disociovanych [23]. Analyza kfivky tani se
vyuziva pro odliSeni nespecifickych produkti PCR a s jeji pomoci lze identifikovat jednotlivé
genotypy organismu [21].

24.1.1 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

Metoda HRM (High Resolution Melting) je jedna z nejefektivnéjSich metod pro rozliSeni
genovych polymorfismt a mutaci. Metoda je zalozena na stanoveni teploty tani DNA fetézce,
ktera je zéavisla na mnozstvi GC bazi, nukleotidové sekvenci a stupni fetézcové
komplementarity. Zaroven metoda vychazi z toho, Ze vazbu mezi guaninem a cytosinem tvori
tfi vodikové mustky, zatimco mezi adeninem a thyminem jsou to pouze dva vodikové mustky.
Proto DNA, ktera obsahuje vice GC part, bude mit vyssi teplotu tani, nez DNA s méné GC
pary [24].

Pro spravnou funkénost HRM je nutné, aby pii amplifikaci DNA templatu bylo pfitomné
fluorescen¢ni barvivo (naptiklad SYBR Green, SYTO 9). Toto Interkalacni barvivo se vaze
do dvouretézcové DNA (dsDNA) a vykazuje vysoky fluorescencni signal. Analyza kiivek
tani je zaloZzena na postupném zvySovani teploty po poslednim PCR cyklu. Na pocatku
analyzy vykazuje detektor vysoky fluorescencni signal, protoze smés obsahuje velké
mnozstvi dsDNA. S postupnym zvySovanim teploty se dsDNA disocicuje a interkalacni
barvivo se uvoliiuje, ¢imz se snizuje fluorescencni signal. Teplota tani amplikonu se odvodi
od inflexniho bodu kfivky tani [24].

Pro pouziti HRM metody je nutné mit navrzeny specifické primery, které nebudou tvofit
nespecifické produkty nebo dimery primert. Velikost PCR produktu by pro HRM neméla
presahnout 300 bp. Cim vétsi je velikost PCR produktu, tim mensi jsou rozdily v kiivce tani
jednotlivych genetickych variaci[24].

Pro analyzu HRM musi templatova DNA vykazovat vysokou celistvost a Cistotu [24]. Diky
HRM (Obrazek 4) je mozné identifikovat polymorfismus jediného nukleotidu [25].

Metoda vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani byla pouzita naptiklad pfi testovani obsahu
bovinniho mléka v mlé€nych produktech. Pravé metoda HRM umoziuje rychlou a pfesnou
identifikaci a diky tomu se vyuziva pii testovani mozzarelly nebo produktd z bovinniho mléka
[26].
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Obrazek 4 - Ptistroj Eco lllumina pro HRM [27]

2.5 Magnetické Castice

Diky velké poptavce po DNA diagnostice byly velice rychle vyvinuty jednoduché, rychlé
a efektivni metody izolace DNA z mnoha bakterialnich zdroji [28]. Separace bunék ¢i
biomolekul pomoci magnetickych ¢astic ma vyhodu v kratké dob¢ separace, lehké manipulaci
a snizeni potieby chemickych ¢inidel [29].

V poslednich letech se zacaly magnetické Ccastice (Obrazek 5) hojné vyuzivat
v biotechnologickych aplikacich, jako jsou izolace bungk, purifikace nukleovych kyselin nebo
purifikace enzymt [30]. Castice se také vyuZivaji pro mapovani lidského genomu
a konstrukci forenznich databazi DNA.

Magnetické Castice jsou slozeny z magnetického jadra, které je potazeno polymernim
materidlem nebo kovovym povlakem. Nejcastéjsi metodou pfipravy magnetického jadra je
spolusrazeni, kdy spolu reaguji Zeleznaté a zelezité ionty v zasaditém prostfedi [31]. Povlaky
magnetickych Castic mohou byt funkcionalizovany riznymi latkami nebo mohou byt slozeny
z poréznich polymerd [32]. K modifikaci povrchu castic se vyuzivaji zejména syntetické
polymery, ale také anorganické a organické latky. Jejich povrch muze byt Casto s vyhodou
funkcionalizovan nékterymi biologicky aktivnimi latkami jako napfiklad funkéni skupiny
(-NHa, -COOH nebo -SH). Dalsi moznosti je navazani streptavidinu, ktery vykazuje vysokou
afinitu proti biotinu (vitamin B; a vitamin H) nebo vybrané protilatky specifické pro urcitou
skupinu latek. Prikladem je vyuziti protilatky antiLactobacillus, ktera je na sebe schopna
navazat antigen pfitomny na povrchu bakteridlnich bun€k rodu Lactobacillus. Obecné plati,
ze funkcializovana i nefunkcionalizovand magnetickd Castice musi byt biokompatibilni
a nesmi podléhat mezi¢asticovym interakcim [31].
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Magnetické
jadro

Polymerni vrstva /
Organické raménko /’
Funkéni molekula (ligand)

Obrazek 5 - Magneticka Castice [33]

2.6 Imunomagneticka separace

Metody cilené separace biologicky aktivnich latek vyuzivaji magnetické materialy
imobilizované riznymi molekulami. Spojenim magnetickych nosi¢t s biologicky aktivni
latkou lze mimo jiné dosahnout unikatnich separac¢nich vlastnosti. Magnetické materialy
v kombinaci s velkym povrchem nano- a mikro&astic (fadové 100 m”.g™) umoziiuji navazat
velké mnozstvi biomolekul, diky ¢emuz je lze vyuzit jako efektivni nosi¢e pro uc¢innou
a rychlou imobilizaci a separaci celé fady biologicky aktivnich latek [31].

Imunomagnetickd separace (Obrazek 6) je zalozena na vazbé protilatky s antigenem.
Pouzivaji se protilatky, které jsou specifické pro urcity mikroorganismus a diky tomu je
mozné od sebe oddélit jednotlivé mikrobialni druhy ze vzorku jidla nebo prostiedi [34].

Labeled Anti- Anti-
Antibody Label Dextran

L e

Tetrameric Antibody

Complexes Magnetic
Particle

Obrazek 6 - Piiklad imunomagnetické separace bun¢k [35]

2.6.1.1 Magneticka perlova celuléza

Magneticka perlova celuloza (Obrazek 7) je magneticky nosi¢ o velikosti 100-250 pum.
Jadro magnetické Castice je tvofeno maghemitem (shlukem vice malych ¢astic). Tento nosic¢
je pokryty kyanuchloridem, ktery nese 3 chlory. Jeden aktivni chlor je navdzany na
magneticky nosi¢, druhy vaze protilatku a treti je neaktivni.
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Pro tuto praci byly na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze tymem
Dr. Lenfelda pfipraveny nosi¢e snavazanymi protilaitkami antiBifidobacterium
a antiLactobacillus. Charakterizace pouzitych protilatek je nasledujici:

e antiBifidobacterium

—fi. APRONEX

—rabbit PAb (purified)

-1.0mg

—c(1g) =0,91 mg/ml

-V=1,1ml

— Lot R-066-A1-01

e antiLactobacillus

—rabbit PAb (purified)

-2.0mg

—c(lg) =1,310,91 mg/ml

-V =1,54ml

— Lot R-065-A1-01

Obrazek 7 — Magneticka perlova celuloza

2.6.2 Princip vazby protildtka-antigen

Protilatky jsou proteiny, které reaguji na specifické molekuly (antigeny), které jsou
pfitomny napfiklad na povrchu mikroorganismu. Jsou tvoreny molekulami ve tvaru pismene
Y se dvéma identickymi vazebnymi stranami, které jsou komplementarni pro malé mnozstvi
povrchovych molekul antigenu. Vykazuji obrovské mnozstvi antigennich vazebnych mist,
a to pouze zaménou délky a zmeénou sekvence aminokyselin [36].

Vazba protilatka-antigen se vyuziva pravé pii imunomagnetické separaci bunck, ktera je
zalozena na pouziti vhodnych imunomagnetickych ¢astic, na jejichz povrch jsou
imobilizovany protilatky proti danym antigenim cilovych bunék. Vyhodou pouziti Castic
s navazanou protilatkou je separace mikroorganismu témeér z jakékoliv matrice (napf.: voda,
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vykaly, potraviny, kaly, apod.). Ziskané buriky se dale mohou analyzovat pomoci
mikrobiologickych nebo molekularné biotechnologickych metod (2.4) [37].

Imunomagneticka separace byla uspé$né pouzita napriklad pfi mikrobiologické analyze
patogenid v drubezim mase (napiiklad identifikace bakterie Listeria monocytogenes
a Escherichia coli v Cerstvém kufecim mase [37]).

20



3 Cile prace

Cilem diplomové prace bylo prokazat u¢innost magnetické perlové celuldézy s navazanou
protilatkou antiLactobacillus a antiBifidobacterium pti separaci bunék rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium. Uginnost &astic byla ovéfovana mikrobiologickymi metodami a metodami
molekularni biotechnologie.

Soucasti experimentalni ¢asti diplomové prace bylo:

e Izolace DNA ze sbirkovych kment

e Oveéfeni citlivosti poufitych PCR programu

e Optimalizace procesu imunomagnetické separace bunek pomoci magnetickych ¢astic

e Ovéfeni ucinnosti imunomagnetické separace bunék z Cistych kultur i realnych vzorku
pomoci metod PCR
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4 Materialy a pomucky

4.1 Sbirkové kmeny

Pro izolaci DNA a ovéfeni uUc¢innosti specifické separace bunék pomoci magnetickych
Gastic byly pouzity nasledujici bakterialni kmeny, které byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganismi (CCM) a z Kolekce primyslovych mikroorganisma v Polsku (LOCK):

e Bifidobacterium animalis CCM 4988"

e Bifidobacterium bifidum CCM 3762

e Bifidobacterium longum CCM 4990

e Lactobacillus casei LOCK 0919

e Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900

e Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908

e Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 (Kultura kvasinek byla ziskana od Mgr. Dany
Vranové, Ph.D. z FCH VUT v Brng).

4.2 Realné vzorky potravin

Byly analyzovany dva tepelné neopracované vyrobky, které maji obsahovat probiotické
kmeny [38], [39]:
e Ovcacka klobasa (Lactobacillus acidophilus CCDM 476 a Bifidobacterium animalis
ssp. lactis CCDM 241a)
e Salam Orlik (Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, Lactobacillus sakeli,
Pediococcus pentosaceus, Debaryomyces hansenii).
Salam Orlik 1 Ovc¢acka klobasa byly ziskany od Bc. Romana Vasicka.

4.3 Chemikalie a roztoky
Pro ptipravu roztoka byly pouzity nasledujici chemikalie:
e Agarbza pro elektroforézu DNA (Top-Bio, Praha, CR)
e DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)
e Dihydrogenfosforenan draselny (Lachema, Brno, CR)
e Dodecyl siran sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)
e Ethanol (Penta, Chrudim, CR)
e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Penta, Chrudim, CR)
e Heptahydrat hydrogenfosfore¢nano sodného (Lachema, Brno, CR)
e Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Chlorid draselny (Lachema, Brno, CR)
e Chloroform (Penta, Chrudim, CR)
e Kvasni¢ny extrakt (Oxoid, Anglie)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
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4.3.1

4.3.2

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PEG 6000 (Sigma, St. Louis, USA)

Proteinaza K (100 mg/ml) (Serva, Heidelberg, SRN)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris - baze) (Serva, Heidelberg, SRN)
Trypton (Oxoid, Anglie)

Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bunék

0,5 M EDTA (pH 8,0)

Za stalého michani na magnetické michacce bylo rozpusténo 202,2 g EDTA v 800 ml
destilované vody, pH bylo upraveno na hodnotu 8,0 pomoci NaOH a doplnéno
destilovanou vodou do 1000 ml. Roztok byl sterilizovan v autoklavu
(121 °C/15 minut).

1 M Tris-HCI (pH 7,8)

V 80 ml destilované vody bylo rozpusténo 12,1 g Tris-baze, pH bylo upraveno pomoci
HCI na 7,8 a roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml. Roztok byl
sterilizovan v autoklavu (121 °C/15 minut).

Lyzaéni roztok A

Sterilné byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 1 m1 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml
destilované vody

Lyzaéni roztok B

Sterilné byl do lyza¢niho roztoku A pfidan lysozym (3mg/ml).

Roztok SDS (20%)

Bylo rozpusténo 20 g SDS v 80 ml sterilni destilované vody. Pomoci koncentrované
HCI bylo upraveno pH na hodnotu 7,0 a roztok byl doplnén destilovanou vodou na
100 ml.

Proteinaza K

Bylo rozpusténo 100 pg proteinazy Kv1 ml destilované vody. Objem byl
rozpipetovan do alikvotd. Roztok byl uchovavan pii -20 °C.

Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosicu

0,5 M NaCl

Bylo rozpusténo 58,4 g NaCl ve 150 ml destilované vody. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou do 200 ml. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C/15 minut).
40 % PEG 6000

Bylo rozpusténo 40 g PEG 6000 v 60 ml destilované vody. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl uchovavan pii 4 °C.

70 % ethanol

Bylo smich&no 70 ml 96 % ethanolu s 26 ml destilované vody.

1 x TE pufr

Bylo smichano 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 200 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0). Roztok
byl doplnén destilovanou vodou na 100 ml.
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4.3.3

4.3.4

4.3.5

4.3.5.1

4.3.5.2

4.3.6

4.3.7
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Roztoky pro imuno-magnetickou separaci

1x PBS pufr

Bylo rozpusténo 80 g NaCl, 2 g KCl, 26,8 g Na,HPO, - 7 H,O a 2,4 g KH,PO,
v 800 ml destilované H,O. Pied pouzitim se roztok nafedi 10 x destilovanou
vodou.

Rustova média
MRS médium (de Man, Rogosa, Sharp)
Bylo rozpusténo 52 g komercné pripraveného praskového média (Oxoid, Anglie)
v 1000 ml destilované vody. Pro pfipravu pevného média bylo pred sterilizaci ptfidano
15 g agaru. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C/15 minut). Pro kultivaci
bakterii rodu Bifidobacterium byl pfidan do média cystein, jehoz vysledna
koncentrace byla 0,05 %.
Pivovarska sladina

Magnetické Castice
Magnetické ¢astice pro imunomagnetickou separaci

Castice byly syntetizovany na Makromolekularnim tstavu Akademie véd CR v Praze
tymem Dr. Lenfelda. Magnetické nosi¢e obsahovaly magnetické jadro, které bylo
obaleno perlovou celulézou. Na tastice byly navazany protilatky antiLactobacillus
a antiBifidobacterium ziskané od Dr. H. Kozakové, CSc. z Mikrobiologického ustavu
Akademie véd CR v Novém Hradku.

Magnetické castice pro izolaci DNA

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

Komponenty pro PCR
PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)
PPP Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)
gPCR 2x SYTO 9 Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)
Primery (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

5 x TBE pufr

Bylo rozpusténo 54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité v 600 ml destilované vody.
Dale bylo pfidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a pH bylo upraveno na hodnotu 8,0
pomoci 1M NaOH. Roztok byl doplnén do 1000 ml destilovanou vodou. Pred
pouzitim byl TBE pufr 10 x zfedén destilovanou vodou.

1,8 % agarozovy gel



4.4

Bylo rozvareno 1,8 g agar6zy ve 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru.

Interkalaéni barvivo Gold view (SBS Genetech, Cina)
Nanaseci pufr (Top-Bio, Praha, CR)

Pristroje a pomucky
Bézné laboratorni sklo a laboratorni pomucky
Centrifuga MINI Spin 13 400 min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko.)
Exikator typ N 86 KN. 18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)
ECO™ Real-time PCR system (Illumina, USA)
Laboratorni vahy (Kern & Sohn, Némecko)
Magneticky separator InvitrogenTM (Invitrogen Dyal AS, Oslo, Norsko)
Mikropipety Bipette (Labnet international, Inc., USA)
Mikropipety Discovery HTL (Discover HTL, Varsava, Polsko)
Mikrovlnna trouba SMW 2320 (Sencor, CR)
Minicycler PTC-150 (MJ Research, Inc., Watertown, USA)
NanoPhotometrTM (Implen, Némecko)
Rotor-Gene 6000 (Corbett, Australie)
Termocycler PTC-200 (BIO-RAD, Lab., USA)
Termostat- Mini incubator (Labnet international, Inc., USA)
Transluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)
Zartizeni pro elektroforézu Easy-cast, model B1 (Owl Scientific, USA)
Zdroj elektrického napéti Enduro Power supplies, model E0303 (Labnet
international, Inc., USA)
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5 Metody

Jednotlivé metody a postupy byly provedeny podle skript pro laboratorni cviceni Analyza
vybranych druht bakterii mlécného kvaseni pomoci metod molekulami biotechnologie [40].

5.1 Kultivace bunék
5.1.1 Kultivace bunék rodu Lactobacillus a kontrola ¢istoty bakterialni
kultury

Cisté kultury, které byly zamraZené v roztoku glycerolu pii -60 °C, byly rozmrazeny a poté
naoCkovany do tekutého MRS (de Mann, Rosoa, Sharp) média. Buiky byly kultivovany za
aerobnich podminek pii 37 °C po dobu 48 hodin. Z tekutého média byly kiizovym roztérem
zaoCkovany bakterialni kultury na Petriho misky s pevnym MRS médiem. Tyto kultury byly
rovnéz kultivovany pii 37 °C po dobu 48 hodin. Narostlé kolonie na pevném médiu byly poté
vyuzity k ovéfeni Cistoty dané bakterialni kultury. Bakterialni kultura v tekutém zivném
médiu byla pouzita pro izolaci celkové DNA pomoci fenolové extrakce.

5.1.2 Kultivace bunék rodu Bifidobacterium

Cisté kultury, které byly zamraZené v roztoku glycerolu pii -60 °C, byly rozmrazeny a poté
naockovany do tekutého MRS média (de Mann, Rosoa, Sharp) s 0,05% cysteinem. Butiky
byly kultivovany za anerobnich podminek pii 37 °C po dobu 48 hodin. Bakterialni kultura
byla pouzita pro izolaci celkové DNA pomoci fenolové extrakce.

5.1.3 Kultivace kvasinek Saccharomyces cerevisiae 21-48-1

Cisté kultury, které byly zamraZené v roztoku glycerolu pii -60 °C, byly rozmraZeny a poté
naoCkovany do pivovarské sladiny. Bunky byly kultivovany submerzni kultivaci za aerobnich
podminek pfi 38 °C po dobu 24 hodin. Kvasinkova kultura byla pouzita pro izolaci celkové
DNA pomoci fenolové extrakce.

5.2 Rustova krivka bakterii rodu Lactobacillus casei LOCK 0919 a
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900.

Cisté kultury bakterii rodu Lactobacillus casei LOCK 0919 a Lactobacillus rhamnosus
LOCK 0900 byly zaockovany do 50 ml tekutétho MRS média 1 % inokulaci. Buiiky byly
kultivovany za aerobnich podminek pfi 37 °C. Optickd hustota byla zméfena poprvé po
9 hodinach a nasledné byla métrena kazdou hodinu, az do stacionarni faze ristu.

5.3 Izolace DNA z Cistych kultur

5.3.1 Lyze bunék

V 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkéach byl centrifugovan 1 ml bunééné kultury pii
15 000 ot/min po dobu 5 minut. Poté byl slit supernatant a sediment se nechal dobfe okapat.
Sediment byl rozsuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku A. Vznikla suspenze byla opét
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centrifugovana pii 15 000 ot/min po dobu 5 minut. K sedimentu byl pfidan lyzaéni roztok B.
Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 60 minut. K suspenzi bylo pfidano
12,5 ul 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml). Vzorky byly poté inkubovany pii 55 °C.
Z tohoto tzv. hrubého lyzatu byla izolovana DNA.

5.3.2 Fenolova extrakce DNA

K 500 pl hrubého lyzatu bunék byl piidan stejny objem fenolu. Smés byla kyvavym
pohybem promichavana podobu 4 minut. Smés byla centrifugovana pti 15 000 ot/min po
dobu 5 minut. Pomoci §picky byla odebrana vodna faze s DNA do cisté Eppendorfovy
zkumavky. Vodni faze s DNA byla doplnéna TE pufrem na objem piiblizn€ 500 ul a poté
bylo pfidano 700 pl smési chloroform-isoamylalkohol (24:1). Smés byla opét kyvavym
pohybem promichavana po dobu 5 minut. Horni faze s DNA byla odpipetovana do Cisté
Eppendorfovy zkumavky.

5.3.3 Srazeni DNA ethanolem

Ke vzorku byla pfidana 1/20 objemu 3 M octanu sodného. Poté byl pfidan 1 ml ethanolu
(96 %), ktery byl vychlazen na -20 °C. DNA byla srazena pii -20 °C po dobu 60 minut. Smes
byla centrifugovana pii 15 000 ot/min po dobu 15 minut. Poté byl opatrné odlit supernatant.
Sediment byl promyt 70 % ethanolem a opét byla smés centrifugovana pii 15 000 ot/min po
dobu 15 minut. Sediment DNA byl vysuSen v exikatoru. DNA byla rozpusténa ve 100 pl TE
pufru a byla stanovena jeji Cistota a koncentrace.

5.34 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Cistoty byla méfena na ptistroji Nanodrop. Roztok vyizolované DNA v TE
pufru byl naképnut na specialni spektrofotometrickou kyvetu. Pomoci pfistroje byla méfena
absorbance v rozmezi vinovych délek 220-320 nm. Jako blank byl pouzit TE pufr. Po zméfeni
byla odectena hodnota absorbance pii 230, 260, 280 a 320 nm. Z pomeéru hodnot Asgp/Azgo
byla zjisténa Cistota vyizolované DNA a nasledné byla odectena i jeji koncentrace.

5.4 Priprava realnych vzorku pro imunomagneticku separaci

Homogenizace byla provedena pomoci BagSystemu. Sterilné bylo navazeného 10 g vzorku
salamu. Toto mnozstvi bylo vlozeno do sterilniho sacku s membranou BagFilter, ke kterému
byl pfidan 2,5x néasobek sterilni vody (25 ml). BagFilter byl vlozen do stomacheru a vzorek
byl homogenizovan 15 min za obCasného promichani. Z prostoru za membranou bylo pipetou
odsato 1,5 ml homogenizatu a ten byl stoCen pii 10 000 ot/3 min. Supernatant byl slit
a k sedimentu bylo pridano dalSich 1,5 ml zhomogenizovaného salamu a vzorek byl stocen pri
10 000 ot/3 min. Celkem tak bylo zpracovano 3 ml homogenizatu a bunék v ném. Supernatant
byl opét slit a byl pfidan 1 ml vody (promyti), ktery byl nasledné stocen 10 000 ot/3 min.
Postup byl optimalizovan v soubézné diplomové praci Bc. Romana Vasicka.

5.5 Imunomagneticka separace

Imunomagneticka separace bakterialnich bunék (IMS) pomoci magnetické perlové celulozy
s navazanou protilatkou antiLactobacillus nebo antiBifidobacterium byla optimalizovan
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s Cistymi bakterialnimi kulturami a nasledn€ pouzita pro izolaci bakterialnich bunék
z realného vzorku.

5.5.1 Optimalizace mnozstvi pridanych magnetickych ¢astic a doba inkubace

Byla provedena IMS s buiikami rodu Lactobacillus casei LOCK 0919. K 50 pl ¢isté kultury
bylo pfidano 25, 50 a 100 ul 10x zfedéné magnetické perlové celuldzy s protilatkou
antiLactobacillus. Tato smés byla nasledné inkubovana po dobu 10, 30, 60 a 120 minut.
Magnetické Castice s navazanymi buitkami byly separovany pomoci magnetického separatoru.
Castice byly dvakrat promyty 800 ul PBS pufru po dobu 5 minut za neustalého michani. Po
promyti byly ¢astice rozsuspendovany v 50 pl PBS pufru a zlyzovany v termocycleru pti 99
°C po dobu 10 minut. Hruby lyzat byl pouzit jako DNA matrice pro PCR.

552 Optimalizace doby promyvani magnetickych ¢astic

Byla provedena IMS s butikami druhu Lactobacillus casei LOCK 0919 a Lactobacillus
rhamnosus LOCK 0900. Do smési bylo piidano 50 pl &astic a 50 pl bun&éné kultury. Castice
byly po navézani bunék dvakrat promyvany 800 pl PBS pufru po dobu 0, 1, 5, 10 a 15 minut.
Nasledné byly Castice rozsuspendovany v 50 pl PBS pufru a byly zlyzovany v termocycleru
pii 99 °C po dobu 10 minut. Hruby lyzat byl pouzit jako DNA matrice pro PCR.

5.5.3 PreciSténi DNA ziskané po imunomagnetické separaci pomoci
magnetickych ¢astic P(GMA)

Z hrubého lyzatu buné€k pfipravenych IMS za pouziti magnetické perlové celulozy
s navazanou protilatkou antiLactobacillus (5.5.4) byl odpipetovan supernatant a sediment
DNA byl precistén pomoci magnetickych castic P(GMA) (2 mg/ml) v prosttedi 16% PEG
a2 M NaCl.

Pouzitd separacni smes mela nasledujici slozeni: 5 M NaCl (400 pl), hruby lyzat bunék
(100 pl), 40 % PEG (400 pl), castice 2 mg/ml (100 ul). Pripravena smeés byla inkubovana po
dobu 10 minut a poté byly Castice odseparovany na magnetickém separatoru (10 minut).
Supernatant byl pomalu odpipetovan. Poté byla DNA promyta 1ml 70 % EtOH. Castice byly
znovu odseparovany a znovu promyty 70 % EtOH. Ethanol byl odpipetovan a DNA byla
eluovana do 50 ul TE pufru. Castice byly znovu odseparovany a eluovana DNA byla
prepipetovana do Cisté zkumavky a byla zméfena jeji koncentrace (5.3.4).

5.54 Optimalizovany postup IMS

Na zaklad¢é optimalizace vySe uvedenych postupt byl navrzen nasledujici proces IMS,
ktery byl pouzit pro izolaci bunék z Cistych kultur a realnych vzorku

5.54.1 IMS cistych bakteridlnich kultur

Pomoci magnetické perlové celulozy, na kterou byla navazana protilatka antiLactobacillus
nebo antiBifidobacterium byla provedena imunomagnetickd separace bunék bakterialnimich
kmena (4.1).
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K 50 pl narostlé bakterialni kultury, ktera méla 5,9 - 10%/ml bun&k, bylo pfidano 50 pl 10x
ztedéné perlové magnetické celulozy. Tato smés byla poté 60 minut inkubovana pifi
laboratorni teploté pii stalém promichavani. Magnetické Castice s navazanymi buinikami byly
separovany pomoci magnetického separatoru. Castice byly dvakrat promyty 800ul PBS pufru
po dobu 5 minut za neustalého michani (Obrazek 8) Nasledné byly Castice rozsuspendovany
v 50 ul PBS pufru a poté zlyzovany v termocycleru pii 99 °C po dobu 10 minut. Hruby lyzat
byl pouzit jako DNA matrice pro PCR.

Obrazek 8 — Promyvani magnetickych castic PBS pufrem
5.54.2 IMS z realnych vzorki salamu

K pfipravenému homogenizovanému realnému vzorku (5.4) bylo pifidano 100 ul 10x
ztedéné magnetické perlové celulozy s navazanou protilatkou antiLactobacillus. Separacni
smes byla inkubovana 120 minut pfi laboratorni teploté pii stadlém promichavani. Navazané
buiiky na magnetickych &asticich byly separovany pomoci magnetického separatoru. Castice
byly dvakrat promyty 800 ul PBS pufru po dobu 5 minut za neustalého michani Castice byly
rozsuspendovany v 50 ul PBS pufru a poté zlyzovany v termocycleru pti 99 °C po dobu 10
minut. Hruby lyzat byl pouzit jako DNA matrice pro PCR a qPCR-HRM.

5.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

5.6.1 Komponenty pro PCR smés
Veskeré komponenty byly uchovavany v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C. Pred pouzitim
byly komponenty rozmrazeny a kratce stoceny na centrifuze. Seznam komponent do PCR
smesi je nasledujici:
e PCR voda
e PPP master mix (Top-Bio, 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25°C), 40 mM
(NH4),SO04, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCly, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400
uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory
a aditiva)
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e gPCR 2x SYTO-9 master mix (Top-Bio, 150mM Tris-HCI, pH 8,8 (25°C), 40mM
(NH4),SO4, SmM MgCl,, 400uM dATP, 400uM dCTP, 400uM dGTP, 400uM
dTTP, Taq DNA polymeraza (50 U/ml), monoklonalni protilatka anti-Taq, SYTO-9,
stabilizatory a aditiva)

e Oligonukleotidové primery

e DNA matrice

5.6.2 Pouzité oligonukleotidové primery v PCR

Byly pouzity primery specifické pro specifickou polymerazovou fetézovou reakci
(Tabulka 2 — Tabulka 7).

Tabulka 2 — Primery specifické pro doménu Bacteria

Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR Zdroj
produktu
R_eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 (41]
F_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTG TT
Tabulka 3 - Primery specifické pro rod Bifidobacterium
Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR Zdroj
produktu
Pbi F1 CCG GAATAGCTCC 914 [42]
Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT GTG AA
Tabulka 4 — Primery specifické pro rod Lactobacillus, dle Duberneta
Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR Zdroj
produktu
LbLMA CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 250 (43]
R-16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA

Tabulka 5 - Primery specifické pro rod Lactobacillus, dle Haarmanové

Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR Zdroj
produktu
F_alllact_IS TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 9 [41]
R_alllact_IS AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT
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Tabulka 6 — Primery specifické pro celkové kvasinky

Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR Zdroj
produktu
Oli_F CGT CAT AGA GGG TGA GAA TCC 152 [44]
Oli_R ACT TGT TCG CTA TCG GTC TC
Tabulka 7 —Primery pro HRM specifické pro rod Lactobacillus
Velikost
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR Zdroj
produktu
P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC 90 (45]
P2V1 TTC CCC ACG CGT TAC TCA CC

5.6.3 Slozeni pouzitych PCR smési

Smési pro PCR byly pfipraveny pomoci komercnich Master Mixut, v pfipadé konvencni
PCR (Tabulka 8) byl pouzit PPP master mix (Top-Bio) a pro PCR v realném case (Tabulka 9)
gPCR 2x SYTO-9 master mix (Top-Bio). Dle doporuc¢eni vyrobce byla PCR smés doplnéna
odpovidajicim mnozstvim PCR vody, specifickych primert (5.6.2) a DNA matrice (v pfipadé
negativni kontroly PCR voda).

Tabulka 8 — Slozeni smési pro konvencni PCR

doména rod rod celkové
Program Bacteria Lactobacillus Bifidobacterium kvasinky
[41] [41], [43], [46] [42] [44]
Komponenty Objem [pl] Objem [pl] Objem [ul] Objem [pl]
PCR voda 9,5/8,5 9,5/8,5 9,5/8,5 9,5/8,5
PPP Master Mix 12,5 12,5 12,5 12,5
Primer 1 1,0 1,0 1,0 1,0
Primer 2 1,0 1,0 1,0 1,0
DNA matrice 1,0/2,0 1,0/2,0 1,0/2,0 1,0/2,0
Celkem 25 25 25 25

* 2,0 ul DNA matrice byly pouzity po IMS bunék
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Tabulka 9 — Program pro qPCR-HRM

rod
Program Lactobacillus
[45]
Komponenty Objem [ul]
PCR voda 9,5/8,5
qPCR SYTO 9 12.5
Master Mix ’
Primer 1 1,0
Primer 2 1,0
DNA matrice 1,0/2,0
Celkem 25

* 2,0 ul DNA matrice byly pouzity po IMS bunék

5.6.4

Programy pro metodu PCR

PCR reakce byla provedena na cycleru pomoci pozadovaného programu. Pouzité programy
pro konven¢ni PCR jsou uvedeny v Tabulce 10 a pro PCR-HRM v Tabulce 11. Kroky 2 — 4

byly zopakovany 30x.

Tabulka 10 — Programy pro konven¢ni PCR

doména Lact;l?:cillus Bij’idoZZc('lIferium celkové

Bacteria [41] [41], [43] [42] kvasinky [44]
B 95°C/5min 95°C/5min  94°C/5min  94°C/5min
pred prvnim cyklem
2. Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30s 94 °C/ 1 min 94 °C/ 1 min
3. Hybridizace primeru  55°C/30s 55°C/30s 50°C/ 1 min 51°C/30s
4. Syntéza vlakna DNA  72°C/1min 72°C/1min  72°C/2 min 72 °C/ 1 min
5. Dosyntetizovani
vlakna po poslednim 72°C/5min 72°C/S5min  72°C/5 min 72 °C /5 min

cyklu

Tabulka 11 — Program pro HRM

rod Lactobacillus

[45]

1. Denaturace DNA pred prvnim cyklem 95 °C /5 min
2. Denaturace DNA 95°C/30s
3. Hybridizace primeru 53°C/30s
4. Syntéza vlikna DNA 72 °C/ 1 min
S. Dosyntetizovani vlakna po poslednim cyklu 72 °C /5 min

95°C/15s
6. Analyza krivek tani/HRM 55°C/15s

95°C/15s
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5.64.1 Program pro lyzi bakterialnich bunék

Tabulka 12 — program pro lyzi bakterialnich bunek

1. Lyze bakterialnich bunék 99 °C /15 min

5.6.5 Gelova elektroforéza PCR produktu

Na laboratornich vahach bylo do Erlenmayerovy bariky (250 ml) navazeno 1,8 g agardzy
pro elektroforézu a ptfidano 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru. Smés byla rozvatena
v mikrovinné troubé. Po ochlazeni bylo pfidano interkala¢ni fluorescencni barvivo Gold view
(0,5 ul/10 ml). Po vychladnuti byl gel nalit do vany na elektroforézu. Po pfiblizné 30-ti
minutach byl gel pfipraven pro gelovou elektroforézu. Gelova elektroforéza byla provedena
pfi napéti 80 V po dobu dvou hodin.

5.6.6 Stanoveni citlivosti pouzitych PCR metod
5.6.6.1 Citlivost PCR pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Za ucelem stanoveni citlivostt PCR byla pfipravena PCR smés (kapitola 5.6.3) s primery
specifickymi pro doménu Bacteria (Tabulka 2) a rod Lactobacillus (Tabulka 4).

Stanoveni citlivosti PCR bylo provedeno s DNA Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900,
ktera byla izolovand metodou fenolové extrakce a jejiz koncentrace byla stanovena
spektrofotometricky. Nasledné byla vyfedéna na koncentraci 10 ng/ul az 1 fg/ul (desitkové
fedéni). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/ul).

Produkty PCR byly detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy

gel).
5.6.6.2 Citlivost PCR pro celkové kvasinky, rod Bifidobacterium

Za ucelem stanoveni citlivosti PCR byla ptfipravena PCR smés (kapitola 5.6.3) s primery
specifickymi pro rod Bifidobacterium (Tabulka 3), celkové kvasinky (Tabulka 6).

Stanoveni citlivosti PCR bylo provedeno s DNA Bifidobacterium animalis CCM 4988"
a Saccharomyces cerevisae 21-48-1, ktera byla izolovana metodou fenolové extrakce.
Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky a DNA byla vyfedéna na koncentrace
10 ng/ul az 1 fg/ul (desitkové fedéni) Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu
Bifidobacterium breve CCM 7825" a Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 (10 ng/pl).

Produkty PCR byly detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy

gel).
5.6.7 Ovéreni specifity vybranych PCR programu
5.6.7.1 PCR pro rod Lactobacillus s primery dle Haarmanové a Duberneta

Byla pfipravena PCR smés (5.6.3) s primery specifickymi pro rod Lactobacillus (Tabulka
4, Tabulka 5). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei LOCK 0919 (10
ng/ul). Produkty PCR byly detekovany pomoci agarozové gelové elektroforézy (1,8 %

agarozovy gel).
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5.6.7.2 PCR pro rod Bifidobacterium

Byla pripravena PCR smés (5.6.3) sprimery specifickymi pro rod Bifidobacterium
(Tabulka 3). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Bifidobacterium breve (10 ng/ul).
Produkty PCR byly detekovany pomoci agardzové gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy
gel).

5.6.7.3 PCR pro celkové kvasinky

Byla pfipravena PCR smés (5.6.3) s primery specifickymi pro celkové kvasinky (Tabulka
6). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 (10 ng/ul).
Produkty PCR byly detekovany pomoci agardzové gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy
gel).

5.7 Provedeni PCR a qPCR-HRM po imunomagnetické separaci

Bakterialni bunky z Cistych bakterialnich kultur navazané na magnetickych ¢asticich byly
lyzovéany pii 99 °C v termocykleru po dobu 10 minut. Nasledné byla provedena specificka
PCR a amplifikované produkty PCR byly detekovany pomoci agardzové gelové elektroforézy
(1,8 % agardzovy gel).

Bakterialni buriky z realnych vzork navazané na casticich magnetické perlové celulozy
byly lyzovany pii 99 °C v termocykleru po dobu 10 minut. Nésledné byla provedena qPCR
a vysokorozliSovaci analyza kiivek tani amplikona (5.6.3).
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6 VYSLEDKY

6.1 Mikrobiologické metody

Cistota pouzitych bakterialnich kultur byla ovéfena metodou kiiZového roztéru. Stanoveni
poctu bunék pouzivanych do imunomagnetické separace bylo provedeno pomoci rastoveé
kiivky bun€k Lactobacillus casei LOCK 0919, Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900.

6.1.1 Ovéreni Cistoty pouzitych kultur pomoci kfizového roztéru

Na Petriho misky s pevnym MRS médiem byly naneSeny pomoci kiizového roztéru
bakterialni kultury (5.1.1) Lactobacillus casei LOCK 0919, Lactobacillus rhamnosus LOCK
0900, Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 Kultury byly kultivovany pii 37 °C po dobu 48
hodin. Po 48 hodinach byl pozorovan nartst jednotlivych kolonii (Obrazek 9, Obrazek 10,
Obrazek 11).Ovéfeni Cistoty bylo provedeno u kvasinek Saccharomyces cerevisiae 21-48-1,
kdy kultivace probihala pfi 38 °C po dobu 24 hodin (snimek neni uveden).

Obrazek 9 — Kiizovy roztér Lactobacillus casei LOCK 0919 a rist kolonii na MRS agaru
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Obrazek 10 — Kiizovy roztér Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 a rtst kolonii na MRS
agaru

Obrazek 11 - Ktizovy roztér Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 a rust kolonii na MRS
agaru

e Kiizovym roztérem byla ovéfena Cistota bakterialnich kultur rodu Lactobacillus
a kvasinek Saccharomyces cerevisiae 21-48-1

6.1.2 Rustova krivka bakterii Lactobacillus casei LOCK 0919 a Lactobacillus
rhamnosus LOCK 0900.

Pomoci méfené optické hustoty béhem kultivace, byla experimentalné stanovena rastova
kiivka (Obrazek 12) bakterialnich bun€k Lactobacillus casei LOCK 0919 a Lactobacillus
rhamnosus LOCK 0900 (5.2).
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Rustova krivka bakterii Lactobacillus casei
LOCK 0919 a Lactobacillus rhamnosus LOCK

0900.
8
, >2<><><X XXX
X
6 >2< Xx)()(X XXX
5 X >2<><
: X
< ’ XXX X L. casei
3 X
, X L. rhamnosus
1
0
0 10 20 30 40
cas (h)
([:ﬁ]s Asg00
Lactobacillus casei Lactobacillus rhamnosus
LOCK 0919 LOCK 0900
0 0 0
9 3,553 3,071
10 4,304 3,748
11 4,813 3,842
12 5,292 4,482
13 5,858 4,860
14 6,170 4,773
15 6,300 5,127
16 6,433 5,343
17 6,603 5,397
18 6,980 5,687
19 6,967 5,803
20 7,183 5,817
21 7,560 6,120
36 7,363 5,733
37 7,417 5,800
38 7,410 5,850

Obrazek 12 — Prabeh rastové kiivky bakterialnich kment rodu Lactobacillus
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e Pomoci ristové kiivky bylo stanoveno, ze bunky dosahuji stacionarni faze ptiblizné
po 20 hodinach kultivace

6.2 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty DNA

Koncentrace a Cistota bakteriadlni DNA izolované ze sbirkovych kultur metodou fenolové
extrakce byla ovérena spektrofotometricky.

6.2.1 Bakterialni DNA rodu Lactobacillus

Cistota a koncentrace DNA byla zméfena na Nanophotometru (5.3.4). Absorbance byla
zmeéfena u kazdého vzorku trikrat. V tabulce 13 jsou uvedeny pramérné hodnoty z téchto
meéfeni. Pii izolaci DNA a méfeni koncentrace DNA byly provedeny 2 paralelni stanoveni.

Tabulka 13 — Spektromotofetrické stanoveni koncentrace izolované DNA

Vzorek Azzo  Axo Ao Az Aze/Azso  Aze0/Azzp ¢ (ng/pl)

Lactobacillus casei 0,244 0288 0,144 0,013 2,000 1,180 689
LOCK 0919

Lactobacillus casei 0,183 0286 0,144 0,012 1,986 1,563 684
LOCK 0919

Lactobacillus rhamnosus 0108 0,232 0,114 0,005 2,035 2,148 571
LOCK 0908

Lactobacillus rhamnosus (161 0,295 0,143 0,005 2,063 1,832 726
LOCK 0908

Lactobacillus rhamnosus (111 0,197 0,101 0,008 1,950 1,775 473
LOCK 0900

Lactobacillus rhamnosus (123 0249 0,117 0,006 2,128 2,024 568
LOCK 0900

e Vyizolovana DNA z bunék uvedenych v tabulce 15 méla koncentraci v rozmezi 473 —
726 ng/ul

6.2.2 Bakterialni DNA rodu Bifidobacterium

Cistota a koncentrace DNA byla zméfena na Nanophotometru (5.3.4). Absorbance byla
zmeéfena u kazdého vzorku trikrat. V tabulce 14 jsou uvedeny primérné hodnoty z téchto
meéfeni. Pii izolaci DNA a méfeni koncentrace DNA byly provedeny 2 paralelni stanoveni.
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Tabulka 14 - Spektromotofetrické stanoveni koncentrace izolované DNA

Vzorek Az3o Az60 Axo Az Aze/Azso Aze/Azzo ¢ (ng/pl)
Bif"d"bcaéﬁ 2‘9”; (l)"”g “0,138 0298 0,152 0,003 1,961 2,159 148
Bifido%’éﬁ” 2‘9”; (1)0”8 “T 0,090 0,182 0,093 0001 2,022 1957 91
Bifidobacternn Gimalis 0150 0294 0,150 0003 1960 1960 146
Bifido[géﬁ” 2‘9’% g#im“lis 0,159 0245 0,130 0,001 1,884 1,541 123

e Vyizolovanda DNA z bunék uvedenych v tabulce 16 méla koncentraci v rozmezi 91 -
148 ng/ul

6.2.3 DNA z kvasinek rodu Saccharomyces cerevisiae 21-48-1

Cistota a koncentrace DNA byla zméfena na Nanophotometru (5.3.4). Absorbance byla
zmeéfena u kazdého vzorku trikrat. V tabulce 15 jsou uvedeny primérné hodnoty z téchto
meéfeni. Pii izolaci DNA a méfeni koncentrace DNA byly provedeny 4 paralelni stanoveni.

Tabulka 15 - Spektromotofetrické stanoveni koncentrace izolované DNA

Vzorek Az30 Azo Az Azmo Az/Azso  Az60/A23 (ngc/ul)

Saccharomyces cerevisiae
21-48-1
Saccharomyces cerevisiae
21-48-1
Saccharomyces cerevisiae
21-48-1
Saccharomyces cerevisiae
21-48-1

0,282 0,468 0,210 -0,006 2,229 1,659 210
0,076 0,287 0,128 -0,011 2,242 3,776 149
0,287 0,769 0,348 -0,009 2,210 2,679 389

0,130 0,394 0,174 -0,010 2,264 3,031 202

e Vyizolovana DNA zbunék Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 méla koncentraci
v rozmezi 149 — 389 ng/ul

6.3 Stanoveni citlivosti PCR

Za pouziti DNA v rozsahu o koncentraci 10 ng/ul az 1 fg/ul (desitkové fedéni) bylo
stanoveno nejniz§i mnozstvi DNA, které se amplifikovalo v PCR. PCR produkty byly
detekovany agarozovou gelovou elektroforézou.

6.3.1 Stanoveni citlivosti PCR pro doménu Bacteria

Za pouziti DNA Lactobacillus casei LOCK 0919, ktera byla vytedéna desitkovym fedénim
na koncentraci 10 ng/ul az 1 fg/ul, byla provedena PCR (5.6.5) specifickd pro doménu
Bacteria
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Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei LOCK 0919 (10 ng/ul).
Produkty PCR byly detekovany pomoci agarézové gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy
gel) (Obrazek 13).

1500 bp

1000 bp

500 bp
466 bp - PCR produkt

Béh DNA Dlﬁt(‘;ll({ce
Lactobacillus casei LOCK 0919
produktu
1 PK +
2 NK -
3 standard 100 bp
4 10 ng/ul +
5 1 ng/ul +
6 100 pg/ul +
7 10 pg/ul +
8 1 pg/ul +
9 100 fg/ul -
10 10 fg/ul -
11 1 fg/ul -

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 13 - Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR s primery specifickymi pro
doménu Bacteria [41]

e Nejniz§i mnozstvi DNA, které se amplifikovalo pfi PCR specifické pro doménu
Bacteria bylo 1 pg/ul.
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6.3.2 Stanoveni citlivosti PCR pro rod Lactobacillus

Za pouziti bakteridlni DNA rodu Lactobacillus v rozsahu 10 ng/ul az 1 fg/ul byla
provedena PCR (5.6.5) specificka pro rod Lactobacillus [43]. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita DNA Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/ul). Produkty PCR byly detekovany pomoci
agarozoveé gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy gel) (Obrazek 14).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1500 bp
1000 bp

500 bp

250 bp - PCR produkt

dimery primer

. DNA Detekce PCR . DNA Detekce PCR
Béh L. rhamnosus Béh L. rhamnosus
LOCK 0900 produktu LOCK 0900 produktu

1 PK + 11 Standard 100 bp
2 NK - 12 10 ng/ul +

3 10 ng/pl + 13 1 ng/ul +

4 1 ng/pl + 14 100 pg/ul +

5 100 pg/ul + 15 10 pg/ul +

6 10 pg/ul + 16 1 pg/ul +

7 1 pg/ul +* 17 100 fg/ul -

8 100 fg/ul - 18 10 fg/ul -

9 10 fg/ul - 19 1 fg/ul -

10 1 fg/ul

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan
* V béhu €. 9 byl na agar6zovém gelu detekovany slaby PCR produkt, ktery byl na obrazku
zvyraznén.

Obrazek 14 - Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR s primery specifickymi pro rod
Lactobacillus [43]

e Nejniz§i mnozstvi DNA, které se amplifikovalo pii PCR specifické rod Lactobacillus
bylo 1 pg/ul.
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6.3.3 Stanoveni citlivosti PCR specifické pro rod Bifidobacterium

Bakterialni DNA v rozmezi koncentraci 10 ng/ul az 1 fg/ul, ktera byla izolovana metodou
fenolové extrakce z bakterialni kultury Bifidobacterium animalis CCM 4988, byla pouzita
jako DNA matrice pro stanoveni citlivosti PCR pro rod Bifidobacterium [42].

Byla provedena PCR (5.6.6.2) specificka pro rod Bifidobacterium. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA Bifidobacterium breve (10 ng/ul).

Produkty PCR byly detekovany pomoci agardézové gelové elektroforézy (1,8 % agardzovy
gel) (Obrazek 15).

1500 bp

1000 bp
914 bp - PCR produkt

500 bp
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Detekce

« DNA
Beh Bifidobacterium animalis CCM 4988" PCR
produktu

1 PK +

2 NK -

3 TE pufr -

4 standard 100 bp
5 10 ng/ul +

6 1 ng/ul +

7 100 pg/ul +

8 10 pg/ul +*

9 1 pg/ul .
10 100 fg/ul -

11 10 fg/ul .
12 1 fg/ul -

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan
* V béhu €. 8 byl na agar6zovém gelu detekovany slaby PCR produkt, ktery byl na obrazku
zvyraznén.

Obrazek 15 - Agarozova gelova elektroforéza produktl PCR s primery specifickymi pro rod
Bifidobacterium [42]

e Nejniz§i mnozstvi DNA, které se amplifikovalo pfi PCR specifické pro rod
Bifidobacterium bylo 10 pg/ul.

6.3.4 Stanoveni citlivosti PCR pro celkové kvasinky

Bylo provedeno stanoveni citlivosti PCR (5.6.6.2) specifické pro celkové kvasinky [44] za
pouziti DNA Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 izolované metodou fenolové extrakce
v rozmezi koncentrace 10 ng/ul az 1 fg/ul.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Saccharomyces cerevisae 21-48-1 (10 ng/ul).
Produkty PCR byly detekovany pomoci agardzové gelové elektroforézy (1,8 % agardzovy
gel) (Obrazek 16).
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1500 bp

1000 bp

500 bp

152 bp - PCR produkt

5 DNA Detekce
Béh . PCR
Saccharomyces cerevisae 21-48-1
produktu
1 PK +
2 NK -
3 TE pufr -
4 standard 100 bp
5 10 ng/pl +
6 1 ng/pl +
7 100 pg/ul +
8 10 pg/ul +
9 1 pg/ul -
10 100 fg/ul ;
11 10 fg/ul -
12 1 fg/ul ;

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 16 - Agardzova gelova elektroforéza PCR produktl s primery specifickymi pro
celkové kvasinky [44]

e Nejniz§i mnozstvi DNA, které se amplifikovalo pii PCR specifické pro celkové
kvasinky, bylo 10 pg/ul.
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6.4 Ovéreni rodové specifity testovanych bakterialnich kmenu
Lactobacillus pomoci PCR

Vyizolovana DNA bakterii rodu Lactobacillus pomoci metody fenolové extrakce byla
pouzita jako DNA matrice do PCR smési (5.6.7), ktera byla specificka pro rod Lactobacillus
[43]. Takto byla ovéfena rodova specifita jednotlivych kment.

6.4.1 PCR specificka pro rod Lactobacillus s primery dle Duberneta

Pro urCeni rodové specifity bunék rodu Lactobacillus byla provedena PCR specificka pro
rod Lactobacillus [43] s primery dle Duberneta (5.6.7) s DNA bakterii rodu Lactobacillus
casei LOCK 0919, Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 a Lactobacillus rhamnosus LOCK
0900. Koncentrace pouzité DNA byla 10 ng/pl.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus gasseri K7 (10 ng/ul). Specifické
PCR produkty o velikosti 250 bp byly detekovany pomoci agardézové gelové elektroforézy
(1,8 % agardzovy gel) (Obrazek 17).

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp - PCR produkt

dimery primert
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Detekce

Béh DNA PCR
produktu
1 Lactobacillus casei LOCK 0919 +
2 Lactobacillus casei LOCK 0919 +
3 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 +
4 Lactobacillus rhamnosus 1L.LOCK 0908 +
5 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 +
6 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 +
7 Standard 100 bp
8 NK -
9 PK +

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 17 - Agarozova gelova elektroforéza (1,8 % agarozovy gel) PCR produkti
specifickych pro rod Lactobacillus [43]

e Ze vSech DNA byly amplifikovany PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus
e Ve vsech vzorcich byla potvrzena pfitomnost bakterialni DNA Lactobacillus

6.5 Imunomagneticka separace bunék

Magneticka ~ perlovda  celuléza  snavazanymi  protilatkami  antiLactobacillus
a antiBifidobacterium byla vyuzita pro separaci bunék bakterii mlééného kvaseni a kvasinek
z Cistych kultur i realnych vzorku. Tato metoda byla nejprve optimalizovana a nasledné
vyuzita v dalSich experimentech.

6.5.1 Optimalizace metody imunomagnetické separace

Byla provedena optimalizace podminek separace bakteridlnich bunék pomoci Ccastic
magnetické perlové celulozy s navazanou protilatkou antiLactobacillus a antiBifidobacterium.
Pozornost byla vénovana zejména mnozstvi ¢astic magnetické perlové celulozy v separacni
smési, dob¢ inkubace magnetickych ¢astic s cilovymi buitkami a dob€ promyvani magnetické
perlové celulozy po navazani bunék nutné k odstranéni separacni smesi.

Vysevem magnetickych castic perlové celulozy s navazanymi burikami na pevné MRS
médium byla ovéfena ucinnost separace. Pripadny negativni vliv pfitomnosti ¢astic
magnetické perlové celulozy na pribéh PCR amplifikace byl sledovan vlozenim dalSiho
separacniho kroku (pfeCisténim hrubych lyzatd smési bunék a cCastic perlové celulozy
magnetickymi ¢asticemi P(GMA) do navrzeného postupu).

6.5.1.1 Optimalizace mnozstvi pridanych ¢astic magnetické perlové celulézy a doba
inkubace
Byla provedena optimalizace mnozstvi ¢astic magnetické perlové celulozy do separacni

smeési a doba inkubace magnetickych ¢astic s bunécnou kulturou (5.5.1). Po IMS byla
provedena PCR pro rod Lactobacillus (5.6.7) s primery dle Duberneta [43].
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Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei LOCK 0919 (10 ng/ul).
Specifické PCR produkty o velikosti 250 bp byly detekovany pomoci agardézové gelové
elektroforézy (1,8 % agar6zovy gel) (Obrazek 19).

12 13 14 15 16 17

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp - PCR produkt

L Mmozstvi L inkubace Detekce

Béh castic [minuty] DNA PCR
[ul] produktu

1 - - PK +++

2 - - NK -

3 - - PBS pufr -

4 - - magnetické Castice -

5 - - standard 100 bp

6 25 10 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

7 50 10 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++

8 100 10 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

9 25 30 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++

10 50 30 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

11 100 30 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

12 25 60 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++

13 50 60 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

14 100 60 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++

15 25 120 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

16 50 120 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++

17 100 120 Lactobacillus casei LOCK 0919 +++

+ PCR produkt byl slabé detekovan; ++ PCR produkt byl zfetelné detekovan; +++ PCR
produkt byl siln€ detekovan; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 19 — Agar6zova gelova elektroforéza (1,8 % agarozovy gel) s PCR produkty
spedifickymi pro rod Lactobacillus [43] po optimalizaci mnozstvi ¢astic magnetické perlové

celulozy v separacni smési a dob& inkubace
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e U vSech kombinaci mnozstvi ¢astic magnetické perlové celulozy a doby inkubace byly
amplifikovany specifické PCR produkty.

e Nejméneé intenzivni specificky PCR produkt byl amplifikovan u kombinace 25 pl mag.
Castic/inkubace 10 minut. Naopak nejintenzivnéjs§i specificky PCR produkt byl
amplifikovan u kombinace 100 pl mag. ¢astic/inkubace 120 minut.

6.5.1.2 Optimalizace doby promyvani magnetickych ¢astic

Za ucelem optimalizace postupu specifické izlace bakteridlnich bunék byla provedena
optimalizace doby promyvani ¢astic magnetické perlové celulézy s navazanou protilatkou
antiLactobacillus (5.5.2) po navazani cilovych bunék.

Nasledné byla provedena PCR pro rod Lactobacillus (5.6.7) s primery dle Duberneta [43].
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei LOCK 0919 (10 ng/ul). PCR
produkty specifické pro rod Lactobacillus o veliksoti 250 bp byly detekovany pomoci
agarozoveé gelové elektroforézy (1,8 % agarozovy gel) (Obrazek 20).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp - PCR produkt
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Doba

Béh  promyvani DNA Detekce PCR
[minuty] produktu
1 - PK +
2 - NK -
3 - PBS pufr -
4 - mag. Castice -
5 - standard 100 bp
6 0 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++
7 1 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++
8 5 Lactobacillus casei LOCK 0919 +++
9 10 Lactobacillus casei LOCK 0919 ++
10 15 Lactobacillus casei LOCK 0919 +++
11 0 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 ++
12 1 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 ++
13 5 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 +++
14 10 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 +++
15 15 Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 ++

+ PCR produkt byl slabé detekovan; ++ PCR produkt byl zfetelné detekovan; +++ PCR
produkt byl siln¢ detekovan; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 20 - Agarozova gelova elektroforéza (1,8 % agarozovy gel) s PCR produkty
specifickymi pro rod Lactobacillus dle Duberneta [43] po optimalizaci doby promyvani ¢astic
magnetické perlové celulozy po separaci cilovych bunék

e Specifické produkty PCR byly detekovany pro vSechny testované doby promyvani
Castic a nebyla zjisténa zavislost na dobé promyvani

6.5.1.3 PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus s precisténou DNA po IMS
pomoci magnetickych ¢astic P(GMA)

Po specifické separaci bakterialnich bun€k Lactobacillus pomoci Castic magnetické perlové
celulézy s navazanou protilatkou antiLactobacillus byly butiky navazané na casticich
lyzovany povarenim. Pfipraveny lyzat bunek ve smeési s Casticemi perlové celulozy byl
precistén pomoci magnetickych castic P(GMA) (5.5.3).

Ziskana DNA byla pouzita jako DNA matrice do PCR (5.6.7) s primery specifickymi pro
rod Lactobacillus dle Haarmanové [41]. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA rodu
Lactobacillus casei LOCK 0919 (10 ng/ul). Produkty PCR o velikosti 92 bp specifické pro
rod Lactobacillus byly detekovany pomoci agarozové gelové elektroforézy (1,8 % agardzovy
gel) (Obrazek 21).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16

1500 bp

1000 bp

500 bp

92 bp - PCR produkt

Béh DNA Detekce PCR Béh DNA Detekce PCR
produktu produktu
Lactobacillus rhamnosus
1 PK ++ 9 LOCK 0900 ++
Lactobacillus rhamnosus
2 NK - 10 LOCK 0900 +
precisténa DNA
3 Standard 100 bp 11  Lactobacillus rhamnosus +
LOCK 0900
precisténa DNA
4 Standard 2 20 bp 12 Lactobacillus rhamnosus +
LOCK 0900
5 Lactobacillus. casei Tt 13 Lactobacillus rhamnosus Tt
LOCK 0919 LOCK 0908
6 Lactobacillus. casei r 14 Lactobacillus rhamnosus r
LOCK 0919 LOCK 0908
precisténa DNA precisténa DNA
7 Lactobacillus casei + 15 Lactobacillus rhamnosus +
LOCK 0919 LOCK 0908
precisténa DNA precisténa DNA
8 Lactobacillus casei + 16 Lactobacillus rhamnosus +
LOCK 0919 LOCK 0908

+ PCR produkt byl slabé detekovan; ++ PCR produkt byl zietelné detekovan; - PCR produkt
nebyl detekovan

Obrazek 21 - Agarézova gelova elektroforéza produkti specifickych pro rod Lactobacillus

[41] pripravenych z DNA ziskané precisténim hrubych lyzatd bunek po IMS pouzitim
magnetickych castic P(GMA)
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e Specifické PCR produkty byly detekovany po amplifikaci vSech DNA v rizné
intenzit¢.

e U DNA, ktera byla precisténd magnetickymi casticemi P(GMA), byly detekovany
PCR produkty slabsi intenzity nez u nepiecisténé DNA.

6.5.2 Imunomagneticka separace bunék.

Byla ovéfena ucinnost a specifita separace casticemi magnetické perlové celulozy
s navazanymi protilatkami  antiLactobacillus a antiBifidobacterium bunék Cistych
bakterialnich a kvasinkovych kultur.

6.5.2.1 Ovéreni separace bakterii rodu Lactobacillus vysevem na pevné MRS
médium
Utinnost imunomagnetické separace (bundk z istych bakterialnich kultur Lactobacillus
casei LOCK 0919, Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 a Lactobacillus rhamnosus LOCK
0908 pomoci c¢astic magnetické celulozy s navazanou protilatkou antiLactobacillus byla

oveéfena mikrobiologicky, vysevem castic po separaci bunék na pevné MRS médium
(Obrazek 22- 24)

Obrazek 22 — Vysev magnetickych Castic po separaci bakterialnich bun€k Lactobacillus
casei LOCK 0919
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Obrazek 23 - Vysev magnetickych ¢astic po separaci bakterialnich bunék Lactobacillus
rhamnosus LOCK 0900

Obrazek 24 - Vysev magnetickych ¢astic po separaci bakterialnich bunék Lactobacillus
rhamnosus LOCK 0908

e Vysevem castic magnetické perlové celulozy na pevné MRS médium byla prokazana
separace bun¢k. Na vSech testovanych miskach byly detekovany narostlé kolonie.

6.5.2.2 Citlivost imunomagnetické separace s buiikami Lactobacillus casei LOCK

0919

Castice s navaznymi butikami Lactobacillus casei LOCK 0919 po IMS s riiznym poétem
vstupnich bunék (desitkové fedéni) byly pouzity jako DNA matrice v PCR specifické pro rod
Lactobacillus [43] (5.6.3).

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei LOCK 0919 (10 ng/ul).
Specifické produkty PCR o velikosti 250 bp byly detekovany pomoci agardézové gelové
elektroforézy (1,8 % agar6zovy gel) (Obrazek 25).
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1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp - PCR produkt

Beh Pocet bunék DNA Detekce PCR
produktu

1 - PK +

2 - NK -

3 - PBS pufr -

4 - mag. Castice -

5 - standard 100 bp
6 10° Lactobacillus casei LOCK 0919 +

7 107 Lactobacillus casei LOCK 0919 +

8 10° Lactobacillus casei LOCK 0919 +%

9 10* Lactobacillus casei LOCK 0919 -

10 10° Lactobacillus casei LOCK 0919 -

11 10° Lactobacillus casei LOCK 0919 -

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan
* V béhu €. 8 byl na agar6zovém gelu detekovany slaby PCR produkt, ktery byl na obrazku
zvyraznén.

Obrazek 25 - Agardzova gelova elektroforéza s produkty specifickymi pro rod Lactobacillus
[43] s DNA ziskanou z navazanych buné€k na ¢asticich magnetické perlové celulozy.

e Nejniz§i mnozstvi pouzitych bunék do imunomagnetické separace s Casticemi
magnetické perlové celulozy s navazanou protilatkou antiLactobacillus, které bylo
pomoci PCR detekovano, bylo 10 bunék.

6.5.3 IMS za vyuziti magnetické perlové celuldzy z €istych kultur

Navrzenym postupem IMS pomoci c¢astic magnetické perlové celuldézy s navazanou
protilatkou antiLactobacillus a antiBifidobacterium byla ovéfena specifita a UCinnost
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navazanych protilatek. Pro separaci byly pouzity ¢isté bakterialni kultury a kvasinkova
kultura.

6.5.3.1 IMS bunék Bifidobacterium longum CCM 4990

IMS bunék Bifidobacterium longum CCM 4990 pomoci ¢astic magnetické perlové celulozy
s navazanou protilatkou antiLactobacillus a antiBifidobacterium byla provedena dle
navrzeného postupu uvedeného v kapitole 5.5.4. Uginnost izolace bakterialnich bunék byla
ovefena metodou PCR (5.6.7.3) s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium [42].

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Bifidobacterium breve CCM 7825" (10 ng/pl).
Specifické produkty PCR o velikosti 914 bp byly detekovany pomoci agardézové gelové
elektroforézy (1,8 % agar6zovy gel) (Obrazek 26).

1500 bp
1000bp
914 bp - PCR produkt

500 bp
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Detekce

Béh Magnetické ¢astice DNA PCR
produktu
1 = PK +
2 - NK -
3 antiLactobacillus magnetické Castice -
4 antiBifidobacterium magnetické Castice -
5 - standard 100 bp
6 antiLactobacillus Bifidobacterium longum CCM 4990 +
7 antiLactobacillus Bifidobacterium longum CCM 4990 +
8 antiBifidobacterium Bifidobacterium longum CCM 4990 +
9 antiBifidobacterium Bifidobacterium longum CCM 4990 +*

+ PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan
* V béhu €. 9 byl na agar6zovém gelu detekovan slaby PCR produkt, ktery byl na obrazku
zvyraznén.

Obrazek 26 - Agarozova gelova elektroforéza PCR produktu s primery specifickymi pro rod
Bifidobacterium [42] po IMS bunék rodu Bifidobacterium longum CCM 4990 izolovanych
Casticemi antiLactobacillus a antiBifidobacterium

e Po IMS bunék Bifidobacterium longum CCM 4990 byly specifické PCR produkty
detekovany u vzorkli ziskanych izolaci obéma typy Ccastic (antiLactobacillus
i antiBifidobacterium).

6.5.3.2 IMS kvasinek Saccharomyces cerevisiae 21-48-1

IMS bunék Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 s Casticemi magnetické perlové celulozy
s navazanymi protilatkami antiBifidobacterium a antiLactobacillus byla provedena dle
optimalizovaného postupu v kapitole 5.5.4. Byla provedena PCR s primery specifickymi pro
kvasinky [44] (5.6.7.3).

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 (10 ng/ul).
Specifické produkty PCR o velikosti 152 bp byly detekovany pomoci agardézové gelové
elektroforézy (1,8 % agarézovy gel) (Obrazek 27).
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1500 bp

1000 bp

500 bp

152 bp - PCR produkt

Detekce
Béh Magnetické castice DNA PCR
produktu

1 - PK 1 +++

2 - PK 2 +++

3 - PK 3 e+

4 - PK 4 +++

5 - NK -

6 antiLactobacillus mag. Castice ++

7 antiBifidobacterium mag. ¢astice +

8 - PBS pufr -

9 - standard 100 bp

10 antiLactobacillus Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 ++

11 antiLactobacillus Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 ++

12 antiBifidobacterium Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 +

13 antiBifidobacterium Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 +

+ PCR produkt slabé byl detekovan, ++ PCR produkt byl zietelné¢ detekovan; +++ PCR
produkt byl siln¢ detekovan; - PCR produkt nebyl detekovan

Obrazek 27 — Agarozova gelova elektroforéza specifickych produkti PCR pro celkové
kvasinky [44] s DNA ziskanou po IMS bun¢k Saccharomyces cerevisiae 21-48-1

e Po IMS bunék Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 pomoci Castic magnetické perlové
celulozy s navazanymi protilatkami antiLactobacillus a antiBifidobacterium byly
detekovany PCR produkty po amplifikaci vSech vzorkl i u samotnych magnetickych
castic, které byly pouzity jako DNA matrice.

6.54 IMS bakteridlnich bunék z komplexniho vzorku potravin

Castice magnetické perlové celuldzy s navazanou protilatkou antiLactobacillus byly
pouzity pro separaci bunék z komplexniho vzorku potravin — Salam Orlik a Ovcacka klobasa.
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Castice byly pouzity jako DNA matrice v PCR specifické pro rod Lactobacillus (5.6.7)
s primery dle Duberneta [43].

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA Lactobacillus casei LOCK 0919 (10 ng/ul).
Specifické produkty PCR o velikosti 250 bp byly detekovany pomoci agarozové gelové
elektroforézy (1,8 % agardzovy gel) (Obrazek 28).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp - PCR produkt

Detekce
Béh DNA PCR
produktu
1 PK 4+
2 NK -
3 standard 100 bp
4 Salam Orlik 1 +
5 Salam Orlik 2 +
6 Salam Orlik 3 +
7 Ovcacka klobasa 1 4+
8 Ovc¢acka klobasa 2 44+
9 Ovdéacka klobasa 3 4+

+ PCR produkt slabé byl detekovan; +++ PCR produkt byl silné detekovan; - PCR produkt
nebyl detekovan

Obrazek 28 — Agarozova gelova elektroforéza specifickych PCR produktd po IMS bunéek
z realnych vzorka s primery specifickymi pro rod Lactobacillus [43].

e Po imunomagnetické separaci buné€k z realnych vzorkli pomoci Castic magnetické

perlové celuldzy s navazanou protilatkou antiLactobacillus a nasledné PCR s primery
57



specifickymi pro rod Lactobacillus [43] byly po amplifikaci vSech vzorkt detekovany
specifické PCR produkty.
6.5.4.1 VysokorozliSovaci analyza krivek tani se specifickymi PCR produkty pro rod
Lactobacillus
Byla provedena vysokorozliSovaci analyza kfivek tani se specifickymi PCR produkty pro
rod Lactobacillus [45]. Jako DNA matrice byla pouzita DNA sbirkovych kment rodu

Lactobacillus. Vysledky vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani jsou uvedeny na obrazku 29
a v tabulce 16.

Tabulka 16 — Hodnoty T, specifickych PCR produktt pro rod Lactobacillus

Vzorek Teplota tani [°C]
Lactobacillus casei LOCK 0919 82,4
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 82,2
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 82,3
Lactobacillus paracasei spp. paracasei CCDM 211/06 85,1
Lactobacillus paracasei spp. paracasei CCDM 212/06 85,0
Lactobacillus paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 85,0
Lactobacillus paracasei spp. paracasei CCDM 216/06 85,0
Lactobacillus helveticus NCC 714 85,8
Lactobacillus acidophilus CCM 48337 86,0

e Pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani PCR produktl s primery specifickymi
pro rod Lactobacillus [45] bylo ovéfeno, ze lze rozliSit nékteré bakterialni druhy
Lactobacillus.
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Obrazek 29 — VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus [45]
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6.54.2 VysokorozliSovaci analyza krivek tani amplikonu ziskanych po IMS-PCR

z komplexniho vzorku potravin

Castice s navaznymi bufikami z realnych vzork (5.4) byly pouzity jako DNA matrice
v qPCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus [45] a nasledné HRM.

Jako referenéni vzorky byly pouzity DNA rodu Lactobacillus casei LOCK 0919,
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 a Lactobacillus acidophilus CCM 4833". Vysledky
analyzy kiivek tani jsou uvedeny na obrazku 30 a v tabulce 17.

Tabulka 17 — Hodnoty T, produktti PCR rodu Lactobacillus

Vzorek Teplota tani 1 [°C] Teplota tani 2 [°C]
Lactobacillus acidophilus CCM 48337 86,0 -
Lactobacillus casei LOCK 0919 82,1 -
Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 82,0
Salam Orlik 86,3 83,5
Ovcacka klobasa 82,1 86,3

e Pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani 1ze urcit, ze teplota tani PCR produkta
vyrobku Ovcacka klobasa se shoduje steplotou tani produktu PCR druht
Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus casei a rhamnosus. Teplota tani PCR
produktd Salamu Orlik se shoduje s teplotou tani DNA produktu PCR druhu
Lactobacillus acidophilus.
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Derivative Fluorescence

z realnych vzorkt

Lactobacillus casei
Lactobacillus rhamnosus Lactobacillus acidophilus

— =

Ovéacka klobasa

fp—""'
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Obrazek 30 — VysokorozliSovaci analyza kfivek tani PCR produktt s primery specifickymi pro rod Lactobacillus [45] s DNA po IMS bunék
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7 Diskuze

7.1 Ovéreni Cistoty pouzitych sbirkovych kultur pomoci kifizového roztéru
a stanoveni po¢tu bunék p¥i kultivaci

Pfi aerobni kultivaci bunék na pevném MRS médiu narostly u kultur Lactobacillus casei
LOCK 0919 a Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 malé bilé kolonie kruhového tvaru.
U druhu Lactobacillus rhamnosus LOCK 0908 byly na pevném médiu viditelné malé Sedé
kolonie kruhového tvaru. Z téchto vysledku 1ze usuzovat, ze dané sbirkové kmeny jsou Cisté
a obsahuji pouze jeden bakterialni druh. Cistota byla ovéfena i u kvasinek Saccharomyces
cerevisiae 21-48-1.

Meéienim optické hustoty béhem kultivace bakterii rodu Lactobacillus casei LOCK 0919
a Lactobacillus rhamnosus LOCK 0900 byla stanovena rustova kiivka (6.1.2). Z vysledné
rastové kiivky lze urcit, ze exponencialni faze ristu nastava priblizn€ pfi 7-9 hodinach
kultivace a stacionarni faze rastu zacina pfiblizn€ pii 20 hodinach kultivace.

7.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrce vyizolované DNA ze
sbirkovych kmenu

Pomoci metody fenolové extrakce byla vyizolovana DNA, jejiz Cistota a koncentrace byly
zméfeny na NanoPhotometru (6.2). Koncentrace vyizolované DNA ze sbirkovych kmenu se
pohybovala v rozmezi 91-726 ng/ul. Z téchto hodnot 1ze usuzovat, ze byla izolovana DNA
o dostatecné koncentraci pro pouziti této DNA do polymerazové retézové reakce.

Z poméra absorbanci pfi vinové délce 260 nm a 280 nm Ize vyvodit, Ze vyizolovana DNA
rodu Lactobacillus (Tabulka 13) byla témér ve vSech pfipadech mirné zneciSténa RNA.
U kvasinky Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 (Tabulka 15) byla veSkera DNA vyrazné
zneCisténa ribonukleovou kyselinou. U bakterii rodu Bifidobacterium (Tabulka 14) mazeme
z pomeéru absorbanci fict, ze vyizolovana DNA byla Cista.

7.3 Citlivost polymerazové retézové reakce

Citlivost PCR reakce byla stanovena v rozmezi kocnentrace DNA 10 ng/ul az 1 fg/ul
(desitkové tedéni) (6.3). Nejvyssi citlivost byla stanovena pro PCR specifickou pro doménu
Bacteria a rod Lactobacillus, kdy nejnizsi detekované mnozstvi DNA bylo 1 pg/ul. Nejnizsi
detekovatelné mnozstvi DNA v polymerazové fetézové reakci specifické pro rod
Bifidobacterium a celkové kvasinky bylo stanoveno na 10 pg/ul.

7.4 Ovéreni rodové specifity vyizolované DNA z bunék rodu Lactobacillus
pomoci PCR
Pro ovéteni rodové specifity vyizolované DNA bun¢k rodu Lactobacillus byla provedena
PCR s primery specifickymi pro rod Lactobacillus dle Duberneta [43].
Na agarézovém gelu byly detekovany PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus. Tim
byla ovéfena piitomnost vyizolované DNA metodou fenolové extrakce z buné€k rodu
Lactobacillus.
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7.5 Imunomagneticka separace bunék

Pomoci imunomagnetické separace byly pomoci magnetické perlové celulozy
s navazanymi protilatkami izolovany butiky rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Problém pfi praci stémito Casticemi je jejich velikost, velka
shlukovatelnost a predev§im nutnost sterilni prace, protoze celul6za je ptirodni material, ktery
podléha snadné kontaminaci.

V kapitole 6.5.1 byly jednotlivé kroky metody zoptimalizovany. Jako optimalni se ukazalo
pouziti 50 pl kultury a 50 ul magnetické perlové celuldézy s navazanou protilatkou a doba
separace 60 minut. Pro realné vzorky bylo mnozstvi ¢astic zvySeno na 100 ul a doba separace
prodlouzena na 120 minut, a to vzhledem k nejintenzivné&jSimu PCR produktu pii optimalizaci
(6.5.1.1). Doba promyvani castic byla stanovena na 5 minut (6.5.1.2). Krok preci§téni ziskané
DNA po imunomagnetické separaci byl vynechan z divodi mén¢ intenzivnich PCR produkta
a prodlouzeni doby pokusu o nékolik hodin (6.5.1.3).

Utinnost imunomagnetické separace bunék Lactobacillus &astic magnetické perlové
celulozy s protilatkou antiLactobacillus byla prokazana vysevem na Petriho misky s pevnym
MRS médiem, kdy ve vSech vzorcich byly detekovany narostlé kolonie. Nasledné bylo
stanoveno minimalné mnozstvi bunéek, které musi byt pouzito do IMS pomoci metody PCR,
na 10’ bun&k na mililitr média.

Specifita IMS byla ovéfena separaci bunék rodu Bifidobacterium a kvasinek
Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 pomoci ¢astic magnetické perlové celuldézy s navazanou
protilatkou antiLactobacillus a antiBifidobacterium. Butiky rodu Bifidobacterium se Gspésné
vazaly na cCastice s protilatkou antiBifidobacterium. Bunky rodu bifidobacterium byly ale
prokazany i pfi separaci pomoci ¢astic antiLactobacillus. Tento vysledek poukazuje na to, ze
se buriky rodu Bifidobacterium se nespecificky vazaly na C¢astice nesouci protilatku
antiLactobacillus. Pti IMS kvasinek Saccharomyces cerevisiae 21-48-1 bylo pomoci PCR
prokazano, ze i Castice bez ptidanych bunék obsahuji kvasinky. PCR produkty u vzorku, kde
byla Casticemi separovana kultura kvasinek, maji stejnou intenzitu jako bez pfidanych bunék.
Z tohoto vysledku lze konstatovat, ze Castice magnetické perlové celulézy jsou
kontaminovany kvasinkovou kulturou, ale nevazi na sebe buriky kvasinek.

Castice magnetické perlové celuldzy s navazanou protilatkou antiLactobacillus byly
pouzity pro separaci bunék rodu Lactobacillus z realného vzorku. V konvecni PCR byla
prokazana piitomnost bakterii rodu Lactobacillus ve vyrobku Salam Orlik 1 Ov¢acka klobasa.

Pro specifi¢t€jsi urCeni jednotlivych kment rodu Lactobacillus byla pouzita metoda
vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani, kterd byla nejprve otestovana s referencni DNA
nékolika kmena rodu Lactobacillus. Zde bylo prokazano, ze s navrhnutymi primery [45]
a PCR programem Ize rozlisit nékolik kment rodu Lactobacillus. Tato metoda se tedy vyuzila
i pro stanoveni kmenud v realnych vzorcich. Bylo prokazano, ze Ovcacka klobasa obsahuje
kmen Lactobacillus acidophilus. Pro druhou teplotu tani PCR produktu nebyla pfitomna
referencni DNA. Ve vyrobku Salam Orlik byla prokazana DNA rodt Lactobacillus
acidophilus a Lactobacillus caseilrhamnosus. 7 velikosti pikd v grafech lze tvrdit, Ze
izolovana DNA meéla nizsi koncentraci nez DNA referenc¢nich kmenti (10 ng/pl).
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8 Zavér

Cilem této prace bylo ovéfit ucinnost a specifitu imunomagnetické separace pomoci Castic
magnetické perlové celulozy s navazanymi protilatkami antiLactobacillus
a antiBifidobacterium a nasledné otestovat pouziti této metody pro izolaci bakterialnich bunék
z komplexnich vzorkt vybranych potravin.

V ramci prace byla metoda imunomagnetické separace optimalizovana, a to jak pro Cisté
bakterialni kultury, tak pro realné vzorky, které predstavovaly dva vybrané masné vyrobky
s obsahem probiotickych mikroorgansimt. Byla potvrzena ucinnost separace bakterialnich
bunék na Castice magnetické perlové celulézy nesouci odpovidajici protilatku a zaroven
specifita vazeb pomoci metody PCR a PCR v kombinaci s HRM analyzou.

Vysledky potvrzuji, ze imunomagnetickou separaci bunék v kombinaci s metodou
PCR-HRM lze pouzit pro identifikaci jednotlivych bakterialnich kmenti, nejen z Cistych
sbirkovych kultur, ale také z komplexnich potravinovych vzorki obsahujicich smésné kultury
a u kterych lze zaroven predpokladat obsah inhibitori PCR reakce.
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bp

CCM
CCDM
DNA
dNTP
EDTA

GRAS
HRM

LOCK
MRS
NK
PBS
PCR
PEG
PK
Pf.n. 1.
RNA
SDS

Spp.

TBE
TE

Pouzité zkratky

adenin

par bazi (base pair)

cytosin

Ceska sbirka mikroorganismu

Sbirka mlékarskych mikroorganismu

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotidtrifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

guanin

generally regarded as safe (obecné schvaleny jako zdravotné nezavadné)
High resolution melting (Vysokorozli§ovaci analyza kiivek tani)
imunomagnetickd separace

kolekce prumyslovych mikroorganismt v Polsku

Mann, Rofosa, Sharpe (MRS médium pro kultivaci bakterii mlé¢ného kvaseni)

negativni kontrola
Phosphate Buffered Saline
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polyetylenglykol

pozitivni kontrola

pred nasim letopoctem
ribonukleova kyselina
dodecylsulfat sodny
poddruh (subspecies)
thymin

Tris-borat-EDTA
Tris-EDTA
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