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ABSTRAKT

V soucasné¢ dob¢ jsou v potravinaiském primyslu hojné¢ vyuzivany probiotické bakterie
mlééného kvaSeni (BMK) a bifidobakterie. Uvedené mikroorganismy jsou piirozenou
soucasti gastrointestindlniho traktu. Hostitelem mohou byt rovnéz pfijimany ve formé
potravinovych doplikii. Nejnovéjsi metody identifikace bakterii mlééného kvaseni
a bifidobakterii jsou zalozeny na analyze DNA s vyuzitim amplifikacnich metod. Nejvice se
vyuziva polymerazova fetézova reakce (PCR).

Cilem diplomové prace bylo vyuziti rodové a druhové specifickych PCR pro identifikaci
kmend rodu Lactobacillus a Bifidobacterium v komplexnich matricich (6 potravinovych
doplnkt: Zenflo, Linex Forte, Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte, Pangamin Bifi
Plus). Kamplifikaci byla pouzita celkova DNA izolovana z tablet pomoci magnetickych
nosicl pokrytych karboxylovymi skupinami. DNA byla izolovana z hrubych lyzatt bun¢k. Pti
ptipravé hrubych lyzat bylo testovano mnozstvi lysozymu (3 mg/ml, 10 mg/ml) v lyza¢nim
roztoku, délka inkubace s lysozymem pii laboratorni teploté (1,5 a 3 hod) a s proteinazou K
a SDS pii 55 °C (1, 3 a 18 hod). Izolovana DNA byla detekovana pomoci agarosové gelové
elektroforézy a spektrofotometricky. Pritomnost bakterialni DNA byla ovéfena pomoci PCR.
K identifikaci byly pouzity specifické primery pro rod Lactobacillus — LbLMA-1, R16-1
a pro druhy L. acidophilus, L. casei/paracasei, L. rhamnosus a L. plantarum. Bakterie rodu
Bifidobacterium byly identifikovany pomoci rodové specifické PCR (primery: Bif-164,
Bif-662) a ¢tyi druhoveé specifickych PCR (B. animalis, B. bifidum, B. infantis, B. longum).

ABSTRACT

Nowadays, probiotic lactic acid bacteria (LAB) and bifidobacteria are plentifully exploited
in food processing industry. LAB and bifidobacteria are important part of microflora of gastro
intestinal tract (GIT). Probiotics (most often just lactobacilli and bifidobakteria) can be
supplied to the GIT of the organism like food complements. Species identification is
therefore very important. New methods of identification of LAB and bifidobacteria are based
on analysis of DNA. Mostly exploited method is polymerase chain reaction (PCR).

In my diploma work, genus and species specific PCRs were used for identification of
different species of bacteria of genus Lactobacillus and Bifidobacterium in complex matrices
of six food supplements (Zenflo, Linex Forte, Probian, Nutra Bona, GS lactobacillus Forte,
Pangamin Bifi plus). Total DNA was isolated from crude lysates of cells present in tablets by
magnetic particles coated by carboxyl groups . The preparation of cell lysates was
optimalised. Different amounts of lysozyme (3 mg/ml, 10 mg/ml), time of incubation at
laboratory temperature (1,5 hour, 3 hour) and time of incubation with SDS and proteinase K
at 55°C (1 hour, 3 hour, over all night) were tested. Isolated DNA was quantified and
checked in PCR. Primers specific for genus Lactobacillus and Bifidobacterium and for
species Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. rhamnosus and Lb. plantarum and B. animalis,
B. bifidum, B. infantis, B. longum were used, respectively. All identified bacteria were in
accord with the data declared by producer in 3 food supplements (Zenflo, Linex Forte and
Pangamin Bifi Plus). The genus indentification was in accord with declaration of producer in
other food products only (Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte).
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1 UVOD

Mikroorganismy, mezi které se fadi i bakterie mlééného kvaseni (BMK), hraji v ptirodé
a Vv zivoté ¢loveéka velmi vyznamnou roli [1]. BMK se objevily ptiblizné pred 3 miliardami
let. Od roku 3000 pted nasim letopoctem jsou uvedené mikroorganismy vyuzivany pii vyrobé
fermentovanych potravin, jako jsou syry, chléb a maso [2].

Bakterie jsou pfevazné heterotrofni mikroorganismy. K zivotu potiebuji organické latky,
které vyuzivaji na stavbu burky, ziskani energie rGznymi metabolickymi drahami a dalsi
procesy. Produkty metabolizmu mikroorganismii miizou byt pro Clovéka nejen uzitecné
(ethanol, kyselina mléénd) ale i skodlivé (bakterialni toxiny, mykotoxiny) [3].

Mezi vyznamné BMK patii hlavné laktobacily a bifidobakterie. Jde o zivé bakterie [4]
piijimané organismem jako soucast potravin nebo ve formé potravinovych doplnkd [5].
Probiotické bakterie poskytuji Sirokou Skalu zdravotnich vyhod [6], kterymi jsou:
pozitivni ovlivnéni stfevni mikroflory
snizeni nesnaselivosti k laktose
regulace mnozstvi cholesterolu
prevence rakoviny tlustého stifeva
stimulace imunitniho systému
prevence vici potravinovym alergiim

AN NN YA NN

Probiotickym bakteriim a jejich vyuzitim v potravinarském pramyslu je v soucasné dobé
vénovana vyznamna pozornost.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie

Bakterie jsou prokaryotické bunky, které nemaji na rozdil od eukaryotickych bunék jadro
oddélené od cytoplazmy membranou. [3] Prestoze jsou po fyziologické strance velmi
rozmanité, po morfologické strance nejsou mezi jednotlivymi rody velké rozdily. Tvar bun¢k
bakterii je nejcastéji tyCinkovity, méné Casto kulovity (Obr. 1). Vlaknity tvar se vyskytuje
u pomérné rozsahlé skupiny pidnich bakterii patticich do fadu Actinomycetales a n¢kolika

dalsich rodu. [7]
7

Diplokoky

AN
.<,<r\v\.<<\‘>)/}
Rovina déleni )

Streptokoky

Stafylokaky

[ ) Vﬁr‘*— 2
TyCinka (bacillus) Vibro
Spirilla
e _ g N
Diplobacillus p "
,'Jj’eptbban\\u:
f(— :D J o Spirocheta
- S

Kokobacilus

Obr. 1: Zakladni tvary bakterialnich bunék [8]

Bakterie se rozmnozuji délenim. Jejich ristové poZadavky na vnitini a vnéj$i podminky
nebo na vlastnosti prostiedi jsou velmi odlisné. Z hlediska jejich vztahu ke kysliku se déli
na tfi hlavni skupiny:

a) obligatné aerobni bakterie vyzaduji k ziskani energie vzdusny kyslik. Mnohé z nich
jsou mikroaerofilni - pro svij rGst a metabolizmus také potiebuji vzdusny kyslik,
toleruji ale i jeho snizeny parcialni tlak.

b) obligatné anaerobni bakterie ziskavaji energii vyluén¢ fermentaci. Vzdusny kyslik
je pro n¢ toxicky. Bakterie mlééného kvaseni maji také anaerobni metabolismus, jsou
ale aerotolerantni, coZ znamena, ze rostou i za pfitomnosti vzdusného kysliku.
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c) fakultativné anaerobni bakterie rostou v neptitomnosti i ptitomnosti vzdu$ného
kysliku. Bez n¢ho mohou sviij metabolizmus pievést na fermentaci [3].

2.2 Bakterie rodu Lactobacillus

Rod Lactobacillus nalezi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, tiidy Bacilli, fadu
Lactobacillales a celedi Lactobacillaceae. [9] Vétsina druhti Lactobacillus fermentuje
glukosu a laktosu na laktat a odtud pochazi nazev tohoto rodu. [10]

Bakterie rodu Lactobacillus jsou Kkatalasa negativni a nepohyblivé aerobni
az fakultativné anaerobni ty¢inkovité bakterie [11]. Tvofi robustni nesporulujici gram-
pozitivni tycky, Casto fetizky. Na kultivaéni pudé tvoii kolonie [10]. Laktobacily
upiednostiiuji mezofilni a mirné termofilni teploty. Nékteré kmeny druhti Lactobacillus
viridescens, Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum rostou,
i kdyz pomalu, pii nizkych teplotach blizkych k bodu mrazu, napt. na chladném mase [3].
Mohou se mnozit i v kultivaénim prostiedi s hodnotou pH 5. Jestlize v§ak pH poklesne pod 4,
rust vétSiny laktobacili se zastavuje [12]. Prehled bakterii tvofici pravidelné nesporulujici
grampozitivni ty¢inky je uveden v Tabulce 1 [7].

Rod Lactobacillus je fazen do skupiny bakterii mlé¢ného kvaseni (BMK) [13]. Nalezi sem
druhy bakterii, které tvoii Cast ptirozené mikroflory ust cloveka, gastrointestindlniho traktu
avaginy [10, 14]. ProtoZze kyselina mlé¢na vzhledem ke snizeni pH zastavuje mnozeni
hnilobnych bakterii, vyuziva se laktobacili pfi konzervaci potravin, kvaSeni zeli, okurek
a k silazovani pice. V mlékarenstvi se pouziva napi. druh Lactobacillus delbueckii ssp.
bulgaricus k vyrobé jogurtu, Lactobacillus acidophilus k ptipravé acidofilniho mléka nebo
Lactobacillus casei pti ptipravé syri [10]. Druhy vyuzivané v prumyslové vyrob¢é patii
do skupiny bakterii tzv. obecné pokladanych za bezpe¢né — GRAS (generaly regarded as safe)
[15]. Nekteré laktobacily se vyskytuji také jako nezddouci kontaminace ve vinafstvi
a pivovarnictvi, kde zptisobuji chutové vady vyrobki, a v drozd’arenstvi, coz vede ke ztratam
vytéznosti [7].
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Tabulka 1: Ptehled bakterii tvofici pravidelné nesporulujici grampozitivni ty¢inky — rozdéleni bakterii
podle Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology

katabol. .
rod . patogenita vyskyt vyznam
metabolismus

konzervace zeleniny a pice,

) L o pekarsky kvasek,
. anaerobni ) velmi roz§ifen v ptirodé a )
Lactobacillus o ) velmi vzacna o y mlécné napoje, syrafstvi,
(mlécné kvaseni) na zkvasitelném materialu . ] o
kontaminanty v pivovarnictvi,
Vinafstvi a lihovarstvi
) parazit savct (hlavné vepitl),
. . anaerobni . o . 5 .
Erysipelothrix u obratlovctl velmi roz§ifen ptakt, ryb, pfenosny na

(mlé¢né kvaseni) ) )
¢loveka (kozni onemocnéni)

anaerobni

Brochothrix - v masnych produktech kazeni masnych produkti
(mlé¢né kvaseni)

L. monocytogenes zptsobuje

o anaerobni nekdy velmi roz$ifen na
Listeria onemocnéni lidi, pfenasené
(mlécéné kvaseni) U obratlovct rozkladajicim se materialu ) )
téZ potravinami
ve fekaliich domacich
. aerobni
Kurthia - zvitat, v masnych kaZeni masa
(nekvasi)
produktech
aerobni
Caryophanon - v kravském hnoji
(nekvasi)
] ] aerobni
Renibacterium u lososovych ryb v fekach a motich
(nekvasi)

2.2.1 Taxonomie bakterii rodu Lactobacillus

Na pocatku dvacatého stoleti (1919) rozdélil bakterie rodu Lactobacillus Orla-Jensen®
do tfi tradi¢nich skupin (Thermobacterium, Streptobacterium a Betabacterium), které dnes
nemaji taxonomickou hodnotu, protoze nepifedstavuji fylogeneticky definované skupiny.
Veétsinu novée identifikovanych druht laktobacili bylo sice mozné zatadit do téchto tradi¢nich
skupin, ale nékteré se zafadit nedaly [3].

Toto ¢lenéni do tif podrodii (termobakterie, streptobakterie a betabakterie) bylo vyuZzivano
pro taxonomické uéely az do sedmdesatych let dvacatého stoleti [9]. Rozdéleni na tyto tii
podrody nebylo dostatecné piesné, a proto bylo provedeno na zikladé molekularné
biologickych metod nové rozdéleni laktobacilti do skupin I — 111 [16, 3].

! Profesor Orla Jensen v roce 1870 vydal knihu ,,Dairy bakteriology®, kde popsal své zkuSenosti, které nabyl
po 25 letech vyzkumu v mlééném primyslu v Dansku a Svycarsku [52]. Je téZ autorem mnoha &lankd

tykajicich se tohoto tématu.
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l. Skupina — Obligatné homofermentativni

7= Fermentuji hexosy (> 90%) na kyselinu mlé¢nou [3]. Pokud

se vytvari kyselina mlécna jako jediny, hlavni produkt kvaseni,
pak mluvime o homofermentativnim mlééném kvaseni [12].
Pentosy a glukonaty nefermentuji. [3] Zastupci tohoto rodu jsou
dilezité pro vyrobu syru [17], jogurtl a probiotickych napoju
[18]. Zastupci obligatné homofermentativnich laktobacili
a prostiedi, ve kterém se vyskytuji, jsou uvedeny v Tabulce 2
[3] a na Obr. 2.

Obr. 2: Morfologie bunék druhu Lactobacillus acidophilus.

Tabulka 2: Zastupci obligatné homofermentativnich laktobacili

Prostiedi, ve kterém se prrevazné vyskytuji

Druh ssp. Rust pri .. L.
a dalSi charakteristiky
15 °C 45 °C
rostlinny material fermentovany pii vyssich
L. delbrueckii ssp. delbrueckii - + Y ] PV
teplotach (40-50 °C)
L. delbrueckii ssp. bulgaricus — + jogurty a syry
. . kyselé mléko, syry, lisované kvasnice, obilné
L. delbrueckii ssp. lactis - + ]
zapary
. kyselé mléko, tvrdé syry, ementalska kultura,
L. helveticus - + . o
maximum piti 50-52 °C
L. acidophilus - + GIT lidi a zvifat, Gstni dutina
L. salivarius — + ustni dutina a gastrointestinalni trakt lidi
L. farciminis masové vyrobky, pekarensky kvas

L. yamanashiensis

jable¢ny most a vino, hroznovy most

1. Skupina — Fakultativné heterofermentativni

Fermentuji hexosy (> 90%) na kyselinu mléénou.
Pti nedostatku glukosy produkuji nékteré druhy kyselinu
octovou, ethanol a kyselinu mravenci. Pentosy fermentuji

pomoci indukovatelné fosfoketolasy. Zastupci jsou uvedeni
v Tabulce 3 [3] a na Obr. 3.

Obr. 3: Morfologie bunék druhu Lactobacillus casei.
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Tabulka 3: Zastupci fakultativné heterofermentativnich laktobacilti

Prostiedi, ve kterém se prrevazné vyskytuji

Druh ssp. Rist pri
a dalsi charakteristiky
15°C 45 °C
. . marinované rybi produkty, masové produkty,
L. alimentarius + - P Y p. Y
pekarensky kvas, tvori acetonin
. kysané zeli, fermentované zelné listy, rist mezi
L. bavaricus (L. sake) + - v v
2-37°C
. . mléko, syry, mlécné produkty, pekarensky kvas,
L. casei ssp. casei + + L L
silaz, astni dutina a GIT lidi
L. casei ssp. pseudoplantarum + — jako vyse
L. casei ssp. rhamnosus + jako vyse
L. casei ssp. tolerans — jako vySe, preziva pasterizaci (72 °C, 40 s)
mléko, silaz, kravsky hndj, masové produkty,
L. curvatus + - , ,
pekarensky kvas
mlééné produkty, silaz, pekarensky kvas, lidsky
L. maltaromaticus + - P Y : p, . d Y
GIT, ustni dutina
L. plantarum + - mlécné produkty, silaz, pekarensky kvas
. masové produkty, pekarensky kvas,
L. sake (L. bavaricus) + -

rust pii 24 °C

I1l.  Skupina — Obligatné heterofermentativni

Tteti skupina laktobacili fermentujici hexosy pouziva pouze drahu zavislou na fosfoketolase. [15].
Obligatné heterofermentativni druhy laktobacili produkuji kromé€ kyseliny mlécné jest¢ v menSim

mnozstvi napf. kyselinu octovou a mravenci, ethanol a oxid
uhli¢ity [12]. Nachazeji se v gastrointestinalnim traktu (GT) nebo
zrajicich syrech [15]. Bakterie pattici do tieti skupiny se vyrazné
podili na znehodnocovani potravin. Lactobacillus brevis se podili
na kazeni citrusovych plodi, vina a piva. Lactobacillus
fructivirans, Lactobacillus brevis a Lactobacillus buchneri
napomahaji kazeni majonézy [19]. obligatné
heterofermentativnich bakterii rodu Lactobacillus je uvedeno
v Tabulce 4 [3] a na Obr. 4.

Rozdé€leni

Obr. 4: Morfologie bun¢k druhu Lactobacillus brevis.
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Tabulka 4: Rozdé&leni obligatné heterofermentativnich bakterii rodu Lactobacillus

Prostiedi, ve kterém se prrevazné vyskytuji

Druh ssp. Rist pri
a dalsi charakteristiky
15°C 45 °C
L. bifermentas + — izolovany z holandskych syrit s malymi trhlinami
miéko, syry, pekarensky kvas, silaz, lidsky GIT
L. brevis + - P .y o Y
a dutina Gstni
L. buchneri + — mléko, syry, lidska dutina {istni
L. confusus N N cukrova tftina, mrkvova §t'ava, prilezitostné
(Weissella confusa) Vv surovém mléku a slinach
L. divergens y , ,
+ - vakuové balené chlazené maso

(Carnobacterium divergens)

kvasnice, mlééné produkty, pekarensky kvas,

L. fermentum - + .
kravsky hnij
kazici se majonéza, salatové dresingy, kazici se
L. fructivorans + - dezertni vina a aperitivy, upfednostiiuji
pH 5,0-5,5
L. halotolerans N B masové produkty
(Weissella halotolerans)
L. kandleri + — produkce slizu ze sacharozy
L. kefiri + — kefir
L. reuteri — + masové produkty, humanni a zvifeci fekalie
L. sanfranciscensis
. + - pekarensky kvas
(syn. L. sanfrancisco)
L. viridescens N neptirozené zbarvené masové produkty,
(Weissella viridescens) pasterizované mléko

Klicovou vlastnosti BMK je produkce kyseliny mlééné jako hlavniho ¢i jediného
fermenta¢niho produktu [20].

Vyvoj a aplikace pokrocilych molekuldrné biologickych technik ptinesl novy pohled
na taxonomii rodu Lactobacillus. Je zalozen a na obsahu G+C v jejich DNA v rozmezi 33-
53 mol%. Mezi BMK ftadime jest¢ rody Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus [15]. Pivodné sem byly fazeny i dal$i rody
sobsahem G+C o mnoho vys§im (Bifidobacterium, Brevibacterium, Micrococcus
a Propionibacterium). Rozdéleni bakterii podle obsahu G+C je uvedeno na Obr. 5.
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Biftdobacterium

FPropionibacteri

—— Micrococcus

Brevibacterium
Aerococcus

Camobacterium

Vagococcus
Enterococcus

Tetragenococcus

Weissella

Oenococcus

Leuconastoc

Lacrobacillus delbrucikii
b

{ Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus

Pediococcus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei

Streptococcus thermophilus

{ Lactococcus raffinolactis
Lacotococcus lactis

Obr. 5: Rozdéleni bakterii mlééného kvaseni podle obsahu G+C

2.3 Bakterie rodu Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium nalezi do domény Bacteria,
Actinobacteria, fadu Bifidobacteriales a &eledi Bifidobacteriaceae [16]. Rod Bifidobacterium?
jsou anaerobni nesporulujici bakterie, které tvoii nepravidelné gram-pozitivni tycky, které
byvaji na jednom zkoncl rozstépené. Mohou tvofit i1 fetizky, nebo maji hvézdicovité
¢inepravidelné uspofadani [3]. Patii k bézné flofe dutiny Gstni a zaZivaciho traktu. Jako
prokazatelné patogenni pro ¢loveéka byl zatim usvédcen pouze druh Bifidobacterium dentium,
ktery participuje za vzniku zubniho kazu. U druht Bifidobacterium breve a Bifidobacterium

longum je patogenita zatim povazovana za nejistou [10]. Prehled bakterii tvofici nepravidelné

nesporulujici grampozitivni ty¢inky je uveden v Tabulce 5 [7].

2V minulosti byly bifidobakterie zatazeny do rodu Lactobacillus, Bergey [3]
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Tabulka 5: Piehled bakterii tvofici nepravidelné nesporulujici grampozitivni tyCinky — rozdéleni

bakterii podle Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology

nazev

vztah k O2

morfologie

patogenita

vyskyt

vyznam

Corynebacterium

fakult.

anaerobni az

ty€inky, kyjovité

nebo nepravidelné

nekteré pro

lidi, zvitata

rostlinny a zivo€isny

nemoci, kvasna

nebo material vyroba aminokyselin
aerobni formy .
rostliny
Arhrobacter aerobni cyklus ty¢inky-koky - puda kvasna vyroba AK,
vnitrobunéénych
enzymdu, provadéni
. . . syry, puda, lidska e 1 ,
Brevibacterium aerobni cyklus ty¢inky-koky — specifickych reakei
pokozka w1
pii vyrobé
organickych sloucenin
. fakult. ty€inky, vlakna, pro ¢lovéka zivoCiSny material, .
Actinomyces nemaoci
anaerobni néktera vétvena a zvifata puda
fakult. nepravidelné puda, rozkladajici se zkvasovani
Cellulomonas ) — i )
anaerobni ty€inky, téZ koky rostlinny material  celulésovych odpadu
nepravidelné vyroba propionové
L . anaerob. az ) nékteré pro mlééné vyrobky, )
Propionibacterium ty€inky, vétvené ) kyseliny, syr,
aerotolerantni . cloveka lidska pokozka )
tvary i koky mlécnych napojii
o . velmi nepravidelné stfevni trakt cloveka a vyroba mlécnych
Bifidobacterium anaerobni ) - ) ) )
az vétvené tycinky zvitat napoju s diet. i¢inky
pravidelné nebo zivocisny a rostlinny
. . nékteré pro )
Eubacterium anaerobni nepravidelné material, pada,
) clovéka
tyCinky odpadni vody

2.4 Bakterie mlééného kvaSeni a zdravi

Velky vyznam fyziologické mikroflory pro zdravi ¢lovéka je vSeobecné zndm. V tlustém
sttevé prispiva normalni mikroflora aktivné k fddnému pribéhu metabolickych procest
a je téz podstatnou soucasti protiinfek¢nich mechanismu stteva [10, 21].

Dojde-li k poruseni mikroflory patogennim mikroorganismem, je dusledkem vznik zanétu.

Bylo pozorovano, ze Lactobacillus rhamnosus zkracuje trvani novorozeneckych prajmu
a priymt spojenych s mikrobidlni 1é¢bou. Podobné ucinky byly zaznamenany i u druht
Lactobacillus casei a Bifidobacterium lactis. BMK jsou dnes téz vyuzivany jako probiotikum
K terapii  gastrointestinalnich poruch, které vétSinou vznikaji jako piimy dusledek
antimikrobialni 1é¢by, ktera vede ke vzniku prijmua [19, 21].

Koncepce ovliviiovani stavu mikrofléry a tim zdravotniho stavu clovéka je zaloZena
na vyuziti probiotik a prebiotik [10, 21].
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2.4.1 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné¢ potravinové dopliky (nejcastéji inulin [22], jeho derivaty
a fruktooligosacharidy), které selektivné stimuluji rist anebo zivotni aktivitu probiotik
ve stfevé. Nizkomolekularni latky s vlastnostmi prebiotik se pfirozen¢ vyskytuji napf.
Vv cibuli, porku, ¢esneku, artyCoku [23] nebo ¢ekance a v mensi mife i v obilovinach. Dale
jsou tyto oligosacharidy obsazeny v lusténinach. [10, 21].

2.4.2 Probiotika

Probiotika, hlavné bakteriec mlééného kvaseni (BMK) a bifidobakterie [6] jsou Zzivé
bakterie [4] dodavané organismu jako potraviny nebo potravinové dopliky [5], protoze
poskytuji Sirokou $kalu zdravotnich vyhod [6]. Jsou to nepatogenni a netoxigenni druhy
bakterii, které prezivaji v potravinach a vydrzi prichod prosttedim Zaludku a tenkého stieva
vzhledem ke sloZeni bakterialni bunééné stény [19, 24].

Kolonizace stfeva probiotickymi bakteriemi zastavuje rdst S$kodlivych bakterii
konkurenénim vyloucenim a produkci organickych kyselin a antimikrobidlnich slouc¢enin
[25 - 27], ¢imz dochazi ke snizeni poctu klostridii na stfevni sliznici. Snizuji téz moznost
adheze enteropatogennich a enteroxigennich kment, napt. Escherichia coli, Salmonella
typhimurium a Yersinia pseudotuberculosis [10].

Dalsi pozitiva piisuzované probiotikim jsou anticholesterolova aktivita, zlepSené vyuziti
laktozy a antikarcinogenni aktivita [28, 29].  Probioticka kultura musi byt pfijata
V dostate¢ném mnozstvi, jen tehdy dojde ke kladnému ovlivnéni zdravi hostitele. Navrhovana
koncentrace pro probiotické bakterie je v rozmezi 10°-10° cfu/g produktu [30]. Mlécné
vyrobky, jako jsou kysané mléko a jogurt, jsou Casto vyuzivané jako nositele probiotické
kultury [31 - 33].

V soucasné dobé je téz testovano uzavieni probiotické matrice (enkapsulace) do vhodného
obalu (napf. alginat sodny a hydroxypropyl celulosa), ktery projde travicim traktem
arozpadne se az v mist¢ plsobeni, tedy ve stievé. Enkapsulace zvySuje stabilitu
probiotickych bakterii ve sttevé [34].

2.5 Identifikace bakterii mlé¢ného kvaseni s vyuZitim polymerazové retézové
reakce (PCR)

Vyznamné metody identifikace BMK jsou zalozeny na analyze DNA s vyuZzitim
amplifikacnich metod. Nejvice se vyuziva polymerazova fetézova reakce. PCR (polymerase
chain reaction) probiha v podminkach in vitro, tj. bez kultivace bunék. Pomoci této techniky
muze byt rychle a vysoce selektivné namnozena konkrétni nukleotidova sekvence obsazena
v jakékoliv DNA. Polymerazova fetézova reakce je v soucasné dobé velmi pouzivana,
naptiklad v diagnostice pii analyze genetickych chorob, infekénich onemocnéni,
pti klonovani gent ¢itestovani otcovstvi [21, 35] Velké vyuziti ma i v potravinaiském
prumyslu pfi analyze potravin [21].
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2.5.1 Polymerazova retézova reakce

Koncept amplifikace DNA poprvé navrhnul H. Gobind Khorana® vroce 1971.
AZ o patnact let pozdgji Kary Mullis* metodu pojmenoval a uved| ji do praxe. Zavedl metodu,
kterou mohla byt DNA namnozena béhem opakujicich se cykla s vyuzitim termostabilni
DNA polymerasy [21, 36].

DNA polymerasa se prirozen¢ vyskytuje v organismech. Pfi déleni v buiice syntetizuje
duplikat DNA. Pti amplifikaci byl tento enzym, nejprve izolovany z Escherichia col,i pouzit
ke klonovani in vitro. Dvousrobovice DNA byla denaturovana pii teplot¢ 96 °C. Takto
vysokou teplotou byla DNA polymerasa Escherichia coli inaktivovana a musela byt po kazdé
denaturaci doplnéna. Proces amplifikace byl proto malo u¢inny. Jeho velka ¢asova naro¢nost
a velka spotifeba DNA polymerasy nebyla kompenzovana vysledky [21,36]. Tyto problémy
vytesilo pouziti termostabilni DNA polymerasy z Thermus aquaticus (Taqg polymerasa). [21]

2.5.2 Princip PCR

DNA je amplifikovana termostabilni DNA polymerasou. Pro amplifikaci jsou potieba
chemicky syntetizované kratké jednoietézcové DNA fragmenty, které slouzi jako primery
pro syntézu DNA [21, 37]. Kratké oligonukleotidy (primery) se paruji s templatovou DNA
napocatku a konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vldknem puavodni
dvouretézcové molekuly DNA. Protoze primery musi byt chemicky syntetizovany, PCR miize
byt pouzita pouze pro amplifikaci DNA, u které zname zacate¢ni a koncovou nukleotidovou
sekvenci. DNA-polymerasa nasyntetizuje obvykle nékolik miliard kopii pozadované sekvence
[21, 35].

Komponenty PCR jsou nasledujici:
- DNA templat
- Dva primery (uréuji zacatek a konec tiseku DNA, ktery ma byt amplifikovan)
- DNA polymerasa (termostabilni)
- Nukleotidy (DNA polymerasa je vyuZzivana pii syntéze nové DNA)
- Pufr obsahujici Mg?* ionty a poskytujici vhodné prostiedi pro DNA polymerasu

PCR probiha v piistroji nazyvaném termocykler. Proces se sklada ze tticeti az Ctyficeti cyklu.
Princip jednotlivych krokd PCR je uveden na Obr. 6 [21].

® H. Gobind Khorana se narodil roku 1922. V roce 1968 H. G. Khorana, Robert W. Holley (1922-1993)
a Marshall W. Nirenberg (1927) dostali Nobelovu cenu za Fyziologii a Medicinu. [53]
* Kary Mullis (1944) ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu za Chemii. [53]
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Obr. 6: Princip jednotlivych kroktt PCR

- Denaturace DNA
Rozpéti teploty 92 - 98 °C (optimum 95 °C). Pro fragmenty do 1 kbp obvykle po dobu
15 sekund. Pro vétsi fragmenty 0,5 — 1 minutu [38].
Pfed prvnim cyklem reakce byva denaturace prodlouzena na 5 minut, aby se zvysila
pravdépodobnost, ze se dlouhé molekuly templatové DNA upln¢ odd¢li.

- Pripojeni dvou primeri
Hybridizace probiha podle denatura¢ni teploty dvoufetézcové templatové DNA s primerem
snizené o 5 °C, obvykle mezi 50 a 55 °C. Nizka teplota podstatné snizuje specificitu reakce,
vysoka teplota brani amplifikaci [38].

- Syntéza nového retézce
Probiha obvykle pfi teploté 72 °C, coz je optimalni teplota pro Taq DNA polymerazu. Délka
kroku je dana rychlosti syntézy. Pro fragmenty do 1 kbp 0,5 — 1 minuta, pro useky 6 — 10 kbp
az 15 minut [38].

Produkt tietiho kroku se stava substratem pro dalsi cyklus.

PCR produkty (amplikony) se nejcastéji detekuji pomoci gelové elektroforézy na agarose.
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2.5.3 Detekce PCR produktu pomoci gelové elektroforézy na agardse

PCR je metoda, ktera umoznuje identifikaci jediné kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto
sekvenci namnozi do té miry, ze ji mizeme po separaci gelovou elektroforézou a obarvenim
na gelu detegovat [35]. Velikost produktu PCR porovnavame se standardem DNA (DNA
zebricek), ktery obsahuje DNA fragmenty o znamé velikosti [21].

Gelova elektroforéza déli fragmenty DNA podle velikosti DNA se vzhledem
Kk negativnimu naboji pohybuje smérem ke kladné elektrodé, piicemz delsi fragmenty DNA
se pohybuji pomaleji, protoze jsou v hustém gelu vice zpomalovany. Po nékolika hodinach
se fragmenty v gelu rozdéli podle velikosti [21].

DNA vsak neni na agarosovém gelu mozno vidét. Je proto nutné ji néjakym zplisobem
oznacit. Jednou z citlivych metod detekce je smichani DNA s latkou (napt. ethidium bromid),
ktera po navazani na DNA fluoreskuje v ultrafialovém svétle [21, 35].

2.5.4 Provadéni PCR

PCR je velmi citliva metoda. Musime piijmout adekvatni opatieni, abychom se vyhnuli
kontaminaci jinymi molekulami DNA vyskytujicimi se v laboratornim prostiedi (bakterie,
viry, cizorodd DNA atd.). Michani reak¢ni smési musi byt provadéno ve specialnim boxu
vyzafeném UV lampou za pouziti sterilnich rukavic. Stejné¢ tak musi byt oddéleny ¢asti
laboratoie, v nichz se provadi izolace DNA, ptiprava smési pro PCR a detekce produktii PCR.
Vzdy by méla byt provadéna pozitivni a negativni kontrola pro odhaleni ptipadné
kontaminace [21].

2.6 Magnetické nosice pro izolaci DNA v kvalité vhodné pro PCR

Y
[N - o
Obr. 7: Magnetické mikro¢astice P(HEMA-co-GMA) [15]

Magnetické separacni techniky jsou jednou z moZnosti, jak urychlit nebo usnadnit nékteré
bézné pouzivané separacni a purifikacni techniky izolace DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR,
jakou je napf. fenolova extrakce. Vyuzivaji malé magnetické Castice [21, 38]. V nasi praci
byly  pouzivany = mikrocastice = P(HEMA-co-GMA), které  byly  pfipraveny
na Makromolekularnim ustavu Akademie véd CR v Praze [21, 39]. Uvedené magnetické
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mikrocastice jsou zobrazeny na Obr. 7 pomahaji urychlit separaci DNA a snizuji spotiebu
toxickych organickych rozpoustédel [38].

26



3

CIL PRACE

Cilem diplomové prace byla izolace DNA v kvalité vhodné pro PCR z komplexnich matric

probiotickych preparatii a rodova a druhové identifikace bakterii, jejich pfitomnost byla
ve vyrobku deklarovana vyrobcem.

AN NI N NN

Soucasti prace bylo:

Optimalizace piipravy hrubych lyzati bun¢k z preparati

Izolace celkové DNA z hrubého lyzatu bun¢k pomoci magnetickych nosic¢t
Spektrofotometrické stanoveni koncentrace izolované DNA

Provedeni PCR pro rody Lactobacillus a Bifidobacterium

Provedeni PCR pro druhy Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum a Streptococcus
thermophilus

Srovnat vysledky identifikace mikroorganismu S udaji deklarovanymi vyrobcem
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4 MATERIAL

4.1 Pouzité komplexni matrice

Rizné druhy tablet s probiotickym u¢inkem jsou uvedeny v Tabulce 6. Tablety byly
zakoupeny v komer¢ni siti.

Tabulka 6: Pouzité komplexni matrice s Gdaji deklarovanymi vyrobcem

Nazev Druh Probiotika Pomocné latky
Zenflo > Lacobacillus plantarum 299v
2
: 2
£ o
] ]
A~ o
Linex® Forte > Lactobacillus acidophilus (LA-5) dextrosa, inulin, mikrokrystalické celulosa
E o Bifidobacterium animalis ssp. lactis (E 460), bramborovy $krob, oligosacharidy,
g 3
g Ti stearan hore¢naty (E 470b)
£ 3
Probian Lactobacillus rhamnosus fruktooligosacharid,
‘%‘ Lactobacillus acidophilus stearan hore¢naty, zelatina, inulin
g -qé Bifidobacterium longum
£ o
] ]
A~ o
Nutra Bona Lactobacillus acidophilus
> Lactobacillus rhamnosus
£ »  Bifidobacterium bifidum
g 3
£ £ Bifidobacterium longum
£ 3
GS Lactobacillus acidophilus inulin, Zelatina, glycerol, ryzova mouka,
Lactobacily Lactobacillus plantarum protispékava latka (stearan hote¢naty, oxid
FORTE Lactobacillus casei kiemicity), potahovaci latky (hydroxypropyl-
= Lactobacillus brevis methylceluoza,talek, barvivo (E 133)
TE:L Lactobacillus rhamnosus
i; Bifidobacterium longum
£ Bifidobacterium infantis
>
g Streptococcus thermophilus
£
Pangamin bifidobakterie a laktobacily pivovarské kvasnice
Bifi Plus B
g X
< (o8
£ 3

28


http://www.lekarna.cz/text/lactobacillus/
http://www.lekarna.cz/text/lactobacillus/

Pokracovani Tabulky 6

Nazev Druh Probiotika Pomocné latky
Gyntima Lactobacillus acidophilus LA-5 laktosa, k. mlééna, proteosovy pepton,
probiotika TS N Bifidobacterium BB-12 k. folikum, extrakt z Salvie officinalis,
) g PEG 32, PEG 20, polysorbat 20,
>~ & chlorid sodny, sulfid hotecnaty
Maldion Lactobacillus gasseri EBO1™ bezvoda glukosa, laktitol monohydrat,
:TS . Lactobacillus rhamnosus PBO1I™ kukufiény $krob, oxid titanicity,
& % hydroxypolymethyl celulosa, stearan
-~ 8 hotecnaty
Fermalac Lactobacillus rhamnosus 85% (47,6 mg)
vaginal Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 5%

Streptococcus salivarius ssp. termophilus
10%

Vaginalni tableta

4.2 Pouzité bakterialni kultury a DNA

o Lactobacillus salivarius CCDM 7274
o Bifidobacterium bifidum CCDM 3762

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana z kmena (izolaty byly ziskany
od Mgr. Kristyny Turkové).

Lactobacillus acidophilus CCM 4833
Lactobcillus rhamnosus CCM 1825
Lactobacillus plantarum CCM 1904
Lactobacillus casei CCM 4791
Bifidobacterium longum CCM 4990
Bifidobacterium infantis CCM 3764
Bifidobacterium bifidum CCM 7274
Bifidobacterium animalis CCM 7988
Streptococcus thermophilus CCM 4757

O O O 0 0 O o O °O
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4.3 Chemikalie

Chemikalie pro pripravu roztoki

o

© 0 0O o o0 o0 o0 o o o O o0 o o o o o o o o

Agaroza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)

DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR). Obsahuje fragmenty
0 délce: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp
Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

Ethanol (Lachema, Brno, CR)

Ethidium bromid (5 mg/ml) (EtBr) (Sigma, St. Lois, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol pH 7,8 (Sigma, St. Louis, USA)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chlorid draselny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Lachema, Brno, CR)

Izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (HBO,) (Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Renal, Budapest, Mad’arsko)

Nanaseci puft (2,5 % Ficoll 400) (Top-Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PCR komponenty (Top. Bio, Praha, CR)

PEG 6000 (Sigma, St. Louis, USA)

Proteinasa K (100 ug/ml) (Sigma, St. Louis, USA)

RNaza A (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

SDS (Sigma, St. Louis, USA)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris base) (Amresco, Solon, USA)

4.4 Magnetické nosice pro izolaci DNA

Ve své praci jsem vyuzivala mikrocastice poly-(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl

methakrylat (P(HEMA-co-GMA)) (1:1) o priméru ¢astic 2,2 um, s obsahem zeleza 6,5 %
a obsahem COOH skupin 2,67 %. Castice byly ptipraveny na Makromolekuldrnim ustavu
Akademie véd CR v Praze [16] (Ing. D. Horék, CSc.).
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4.5 Roztoky

45.1 Kultivaéni média

o M.R.S. médium
MRS médium ptipravit dle ndvodu od vyrobce. V 1 000 ml destilované vody rozpustit 52 g
MRS média, pH média upravit na hodnotu 6,2. Sterilovat v autoklavu (121 °C/15 minut).

o M.R.S. agar
MRS médium ptipravit podle ndvodu od vyrobce. Ptidat agardosu (15 g/l). Médium sterilovat
v autoklavu (121 °C/15 minut). Poté bylo médium rozplnéno do Petriho misek a uchovavat
V lednicce.

4.5.2 Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bunék

o 0,5MEDTA (pH 8,0)
202,2 g EDTA pievést do 800 ml destilované vody, umistit na magnetickou michacku. pH
upravit pridanim asi 20 g NaOH v peletkach. Nejprve ptidat 15 g a potom zbytek za kontroly
pH. EDTA se rozpusti v pH 8,0. Doplnit destilovanou vodou do 11. Roztok je mozné
prefiltrovat. Sterilizovat v autoklavu (121 °C/15 min). Rozplnit do alikvot.

o 1M Tris-HCI (pH 7,8)
V 80 ml destilované vody rozpustit v 12,1 g Tris-base. Upravit pH pomoci koncentrované
HCI. Doplnit destilovanou vodou do 100ml. Sterilovat v autoklavu (121 °C, 15 minut).

o Lyzacniroztok A (10 mM Tris pH 7,8, 5 mM EDTA pH 8,0)
Steriln¢ smichat 1 ml 1M Tris HCI (pH 7,8), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované
vody. Ptipravovat sterilné ze zasobnich roztokt.

o Lyza¢ni roztok B (10 mM Tris pH 7,8, 5mM EDTA pH 8,0, lysozym 3 mg/ml)
Steriln¢ smichat 1 ml 1M Tris HCI (pH 7,8) (Amresco, Solon, USA), 1 ml 0,5 M EDTA
(pH 8,0) a 98 ml destilované vody. Pted pouzitim do roztoku pf¥idat lysozym. Ptipravovat
vzdy Cerstvy.

o SDS (10 %, 20 %)
10 (20) g SDS rozpustit v90 (80) ml sterilni destilované vody. V pifipadé pomalého
rozpousténi zahtat na 68 °C. Upravit pH na 7,0 n€kolika kapkami koncentrované HCL
Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Nemusi se sterilizovat. Pti vazeni praSkového SDS
je nutné pouzivat tstenku.

o Proteinasa K (100 pg/ml)
100 pug proteindasy K rozpustit v 1 ml sterilni destilované vody. Rozplnit do alikvoti
a uchovavat v - 20 °C.
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o Fenol (pH 7,8)

o ClIZ
Smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1

o 1M NaOH
40 g NaOH rozpustit v 800 ml destilované vody. Doplnit do 1 1. Rozplnit do alikvotu.

4.5.3 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetického nosice

o 10 x TE pufr
Steriln¢ smichat 1 ml 1 M Tris (pH 7,8) a1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované
vody. Rozplnit do alikvoti. Pfed pouzitim se 10x ziedi sterilni destilovanou vodou
na vyslednou koncentraci 0,01 M Tris a 0,001 M EDTA.

o 5 M NaCl
58,4 g NaCl rozpustit ve 150 ml destilované vody. Doplnit destilovanou vodou do 200 ml.
Sterilizovat v autoklavu (121 °C/15 minut).

o 40 % PEG 6000
40 g PEG 6000 rozpustit v 60 ml sterilni destilované vody. Doplnit sterilni destilovanou
vodou do 100 ml. Uchovavat pti 4 °C.

o 70 % ethanol
Smichat 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody.

4.5.4 Roztoky pro agarésovou gelovou elektroforézu

o DNA standard (100 bp)
Obsahuje fragmenty o délce: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1500 bp

o 5 x TBE pufr
54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité rozpustit v 600 ml destilované vody. Pfidat 20 ml
0,5M EDTA (pH 8,0). Upravit pH na 8,0 pomoci 1 M NaOH. Doplnit destilovanou vodou
do 1 1. Lze prefiltrovat a sterilizovat v autoklavu. Pfed pouzitim se 10 x nafedi na vyslednou
koncentraci 45 mM Tris, 45 mM kyselina borita a 1 mM EDTA.

o Agarosovy gel
1,8%: 1,8 g agarosy rozvatit ve 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru

o Ethidium bromid (0,5 pug/ml)
100 pl roztoku EtBr o koncentraci 2,5 mg/ml zedit 500 ml sterilni vody.
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4.6 Pristroje a pomucky

O O O 0O O O

© O 0O O o0 O o0 O O

Centrifuga (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Centrifuga MINI Spin 13 400 min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Fotoaparat Polaroid CD 34 na film T667 (Cambridge, Velka Britanie)

Laboratorni vahy (Kern & Sohn, Némecko)

Magneticky separator Invitrogen Dynal AS (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)
Mikropipety Discovery HTL o objemu 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 ul (Discovery HTL,
VarSava, Polsko)

Mikrovlna trouba SMW 5020 (Sencor, CR)

Minicentrifuga C1301 (Labnet international, Inc., USA)

Minicycler PTC 150 (MJ Research, Watertown, USA)

NanoPhotometr (Implen, Némecko)

Termocycler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA)

Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

Transluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

Zdroj elektrického napéti Lighting volt Power Supply, model OSP-300
(Owl Scientific, USA)

Bézné laboratorni sklo a pomticky.
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5 METODY

Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle ndvodu k laboratornim
cvi¢enim Specialni metody analyzy mikroorganismu I [40]

5.1 1Izolace bakterialni DNA

5.1.1 Lyze bunék

Sediment bunék byl resuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku A bez lysozymu. Suspenze
byla diikladné promichéna.

Suspenze byla centrifugovana pii 15000 otackach po dobu 3 minut. Supernatant byl
opatrn¢ slit a sediment nechan okapat.

K sedimentu bylo pfidano 500 ul lyza¢niho roztoku B [10 mM Tris HCI (pH 7,8), 5 mM
EDTA (pH 8,0), lysozym] a sediment byl dikladné rozsuspendovan.

Vzorky byly inkubovany 1hod pfi laboratorni teploté za obasného promichéni.
K suspenzi bylo ptidano 25 pl 20 % SDS, 5 ul proteinasy K (100 pg/ml) a vSe bylo diikladné
promichano.
Vzorky byly inkubovany ptes noc pii 55 °C.

Z takto ptipravenych hrubych lyzati bunék byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce a magnetickym nosi¢em. Vzorky byly uchovavany pii -20 °C,
aby se predeslo mozné degradaci DNA.

5.2 lzolace a purifikace DNA metodou fenolové extrakce

5.2.1 Fenolova extrakce

- K hrubym lyzatiim bunck (500 pl) bylo ptfidano stejné mnozstvi fenolu (pH 7,8). Smés
byla kyvavym pohybem opatrné promichana po dobu 4 minut.

- Centrifugace 15 000 otacek/3 minuty.

- Odebrani horni vodni fdze s DNA do cisté ependorfovy zkumavky.

- Kvodni fazi s DNA bylo pfidano 700 pl CIZ a smés byla promichdna kyvavym
pohybem po dobu 4 minut.

- Centrifugace 15 000 otacek/3 minuty.

- Horni vodni faze byla odebrana do cisté ependorfovy zkumavky.
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5.2.2 Srazeni DNA 96 % ethanolem

- Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného a vzorek byl
promichan.

- Poté bylo ptidano 2,5 objemu 96 % ethanolu a smés byla dikladné promichana.

- DNA byla ponechéna srazet 1 hodinu pti -20°C.

- Smés byla centrifugovana pti 15 000 otackach po dobu 15minut.

- Supernatant byl slit a sediment byl susen v exsikatoru (20 min).

- DNA byla rozpusténa ve 100 pl TE pufru.

Takto izolovand DNA byla pouzita pro spektrofotometrické méfeni a polymerazovou
fetézovou rekci.

5.3 lzolace DNA pomoci magnetickych nosic¢u

DNA byla izolovana z hrubych lyzata bunck ptfipravenych dle kapitoly 5.1. Byly vyuzity
magnetické Castice (P(HEMA-co-GMA)), které jsou popsany v kapitole 4.4.

5.3.1 Priprava smési pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosicu

Separa¢ni smés s nosi¢i byla pfipravovdna v eppendorfovych zkumavkach. Potadi
pridavani jednotlivych komponent je uvedeno v Tabulce 7.

Tabulka 7: Pfiprava separa¢nich smési pro izolaci DNA magnetickym nosicem P(HEMA-co-GMA)

Komponenta Objem (ul)
1 NaCl (5 M) 400
2 DNA matrice 300
2 PEG (40 %) 200
3 Magnetické ¢astice (2 mg/ml) 100
Vysledny objem 1000

- Komponenty byly smichany v daném potadi a byly ponechany inkubovat 15 min
pii laboratorni teploté.

- Castice s navazanou DNA byly separovany pomoci magnetu po dobu 15 minut.

- Supernatant byl odpipetovan a ¢astice s DNA byly 2 x promyty 70 % etanolem.

- Supernatant byl odpipetovan a Castice byly suSeny v susarné (55 °C) do odpaieni
veskerého ethanolu.

- Castice byly posléze resuspendovany ve 100 ul TE pufru a DNA ponechana eluovat
pfi laboratorni teploté ptes noc.
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- Druhy den byly castice odseparovany a eluat (s uvolnénou DNA) byl pienesen
do cisté ependorfovy zkumavky.

5.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty na NanoPhotometru

Koncentrace DNA byla méfena na NanoPhotometru pomoci specialnich Label Gard kyvet.
Mgfteni bylo provadéno pti laboratorni teploté. Vzorky DNA vytemperované na laboratorni
teplotu byly dikladné promichany.

5.4.1 Postup spektrofotometrického méieni

Byl vloZzen Label Guard™ (specialni kyveta) ve sméru prochazejiciho svételného paprsku.
Pro analyzu nukleovych kyselin byl z ptfedvolenych metod zvolen postup:
- Label Gard Applications
- Nucleic acid
- ds DNA/ss DNA
Byl vybran ,,lid* dle ptedpovidané koncentrace DNA jak uvadi Tabulka 8.

Tabulka 8: Vybér vicka ,,lid*

Vicko lid 5 lid 10 lid 50 lid 100
Opticka draha (nm) 2 1 0,2 0,1
Objem vzorku (ul) 6-10 3-5 0,7-4 0,7-3
Méfitelny rozsah DNA (ng/pl) 7 - 350 14 - 700 250 - 4000 500 - 8000

Do mériciho centra bylo napipetovano vhodné mnozstvi TE pufru slouziciho jako slepy
vzorek. Byla provedena kalibrace piistroje.

Vzorky byly pipetovany ve stejném objemu jako slepy vzorek (obvykle 6 pul) a proméien.
Koncetrace DNA (ng/ul) a hodnoty Azzonm, Azsonm, Azgonm, As2onm,  Azsonm/ Azgonm,
Azsonm/Asz2onm byly odecteny z displeje. Vicko bylo po kazdém méfeni o¢isténo ethanolem.
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5.5 Polymerazova retézova reakce

5.5.1

Detekce PCR produktii pomoci agarosové gelové elektroforézy

Agarosova gelova elektroforéza byla pouzita k ovéfeni ptitomnosti PCR produkti.

5.5.1.1 Priprava agarosového gelu

Na 1,8 % agarosovy gel bylo navazeno 1,8 g agarosy ke které bylo ptidano 100 pl
TBE pufru.

Suspenze byla rozvaiena v mikrovinné troubé za ob¢asného michani.

Roztok byl nalit do vanicky s hifebinkem. Ta byla pfedem umisténa na vodorovné
plose.

Gel byl ponechan tuhnout pfi laboratorni teploté po dobu cca 30 minut.

Pfed nanasenim vzorku na gel byl opatrné¢ vyjmut hiebinek a smés pro PCR sm¢és byla
nanasena do vzniklych komtrek.

5.5.1.2 Nandadseni vzorku na gel, gelova elektroforéza a barveni

5.5.2

Pied nanesenim do komurky gelu byla smés pro PCR smichdna s nanaSecim pufrem
v poméru 5:1 (25 pul PCR smési + 5 pl nanaSeciho pufru).

Poté byly vzorky nanaSeny do komtirek gelu.

Gel byl umistén do elektroforetické vany, pievrstven 0,5 x koncentrovanym TBE
pufrem a pfipojen K stejnosmérnému proudu tak, aby zaporné nabita DNA putovala ke
kladnému polu.

Elektroforéza byla spusténa pfipojenim zdroje nastavené¢ho na 80 V. Separace DNA
molekul probihala cca 90 minut (do 2/3 gelu).

Po skonceni elektroforézy byl gel na %2 hodiny vlozen do lazné s ethidium bromidem
(0,5 pg/ml).

Obarveny gel byl oplachnut destilovanou vodou a prohlizen na transluminatoru v UV
svétle (305 nm) a vyfotografovan digitdlnim fotoaparatem.

Komponenty pro PCR

Voda pro PCR — voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska Lup&a, SR)

Reakéni pufr kompletni pro Taq DNA polymerasu 1.1 (10 x koncentrovany)
(Top-Bio, Praha, CR)

SloZeni: bromfenolova modf, xylen cyanol

dNTP smés (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Oligonukleotidové primery (100 pmol/ul) (Biotech, Hradec Kralové, CR)

Taq polymerasa 1.1 (1U/pl) (Top-Bio, Praha, CR)

DNA matrice
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5.5.3 PCR pro doménu Bacteria s primery F eub a R eub

Pro doménu Bacteria byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul. Pouzité primery
jsou uvedeny v Tabulce 9. V Tabulce 10 je uvedeno slozeni PCR smési a v Tabulce 11
amplifika¢ni program.

Tabulka 9: Specifické primery pro doménu Bacteria [41]

Primer Sekvence primeru (5°-3") Velikost PCR produktu (bp)
F eub TCC TAC GGG AGG CAG CAGT 166
R eub GGACTACCAGGGTAT CTAATCCIGTT

Tabulka 10: Slozeni PCR smési (25 pl)

Komponnta PCR Objem (ul)
Voda pro PCR 14,5
10 x reakéni pufr kompletni 2,5
smés dNTP 1,0
primer F eub (10 pmol/pl) 1,0
Primer E eub (10 pmol/ul) 1,0
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 2,0
DNA matrice 3,0

Tabulka 11: Program pouzity pro doménoveé specifickou PCR.

Doména Pocet
Bacteria cykli

94 °C/5 min
94 °C/30's
56 °C/30 s 30
72 °C/1 min
72 °C/5 min
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5.5.4 Rodové specificka PCR — Lactobacillus s primery LOLMA 1-rev a R16-1

Pro rodové specifickou PCR byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul. Pouzité primery jsou
uvedeny v Tabulce 12.V Tabulce 13 je uvedeno slozeni PCR smési a v Tabulce 16

amplifika¢ni programy.

Tabulka 12: Specifické primery pro rod Latobacillus

Druh Zdroj
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR produkt (bp)
Lbctobacillus [42]
LbLMA 1-rev CTC AAA ACT AAACAAAGTTTC 250
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
Lbctobacillus [41]
F alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92
R alllact AAA TCT CCG GAT CAAAGC TTACTT AT

Tabulka 13: Slozeni PCR smési (25 ul)

Komponnta PCR Objem (ul)
Voda pro PCR 15,0
10 x reakéni pufr kompletni 2,5
smés dNTP 0,5
2 x primer (10 pmol/ul) 2x0,5
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 1,0
DNA matrice 5,0

5.5.5 Druhové specifické PCR — Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei

Pro druhoveé specifickou PCR byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/pl. Pouzité primery jsou
uvedeny v Tabukce 14. V Tabulce 15 je uvedeno slozeni PCR smési a v Tabulce 17 programy

pouzité pro amplifikaci.
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Tabulka 14: Druhové specifické primery

Druh Zdroj
Primer Sekvence primeru (5'-3") PCR produkt (bp)
L. acidophilus [43]
Acil6SlI AGC TGA ACC AAC AGATTC AC 800
16SI1 ACT ACC AGG GTA TCT AAT CC
L. rhamnosus [43]
Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G 410 a 200
Rha Il GCG ATGCGA ATT TCT ATT ATT
L. plantarum [43]
Plan | GCC GCC TAA GGT GGG ACA GAT 500 a 250
Plan Il TTA CCT AAC GGT AAATGC GA
L. casei [43]
Prl CAG ACT GAA AGT CTG ACG G 400 a 200
Cas Il GCGATGCGAATTTCTTTTTC
Tabulka 15: Slozeni PCR smési (25 ul)
Komponnta PCR Acil6Sl Pri Plan | Pri
16811 Rha Il Plan 11 Cas Il
Voda pro PCR 15,0 14,5 14,5 14,5
10 x reakéni pufr kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5
smés dNTP 0,5 1,0 1,0 1,0
2 x primer (10 pmol/ul) 2x05 2x1,0 2x10 2x10
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 1,0 1,0 1,0 1,0
DNA matrice 5,0 5,0 5,0 5,0

Tabulka 16: Programy pouZité pro rod Lactobacillus

Rod Pocet Rod Pocet
Lactobacillus cykli Lactobacillus cykli
94 °C/5 min 94 °C/5 min

94 °C/30 s 94 °C/30 s
30 30

55 °C/30 s 58 °C/30 s

72 °C/1 min 72 °C/1 min

72 °C/5 min 72 °C/5 min
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Tabulka 17: Programy pouzité pro druhy Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei

Druh Pocet Druh Pocet Druh Pocet
L. acidophilus cykla L. plantarum cykla L. casei cykld
L. rhamnosus
94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min
94 °C/30 s 94 °C/30s 94 °C/30s
30 30 30x
58 °C/30 s 57 °C/30s 55°C/30s
72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/1 min
72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min

5.5.6 Rodové specificka PCR - Bifidobacterium s primery Bif-164 a Bif-662

Pro rodové specifickou PCR byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul. Pouzité primery jsou

uvedeny v Tabulce 18. V Tabulce 19 je uvedeno slozeni PCR smési a v Tabulce 22
amplifikacni program.

Tabulka 18: Specifické primery pro rod Bifidobacterium [44]

Primer Sekvence primeru (5°-3") Velikost PCR produktu (bp)
Bif-164 GGG TGG TAATGC CGG ATG 53
Bif-662 CCA CCG TTA CAC CGG GAA

Tabulka 19: Slozeni PCR smési (25 pl)

Komponnta PCR Objem (ul)

Voda pro PCR 15,0

10 x reakéni pufr kompletni 2,5

smés dNTP 0,5
primer Bif-164 (10 pmol/pl) 0,5
primer Bif-662 (10 pmol/pl) 0,5
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 1,0

DNA matrice 5,0

5.5.7 Druhové specifické PCR — Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum

Pro druhoveé specifickou PCR byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul. Pouzité primery jsou

uvedeny v Tabulce 20. V Tabulce 21 je uvedeno slozeni PCR smési a v Tabulce 22 programy
pouzité pro amplifikaci.
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Tabulka 20: Druhové specifické primery

Druh Zdroj
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR produkt (bp)
B. animalis [45]
Pbi R1 GCA CCACCT GTG AACCG 925
Ban F2 AAC CTG CCC TGT G
B. infantis [46]
BilNF-1 TTCCAGTTG ATCGCATGGTC 828
BilNF-2 GGA AAC CCC ATC TCT GGG AT
B. longum [46]
BiLON-1 TTCCAGTTG ATCGCATGGTC 831
BiLON-2 CGA AGG CTT GCT CCC AGT
B. bifidum [46]
BiBIF-1 CCACATGATCGCATGTGATTG 278
BiBIF-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA

Tabulka 21: Slozeni PCR smési (25 ul)

Komponnta PCR Objem (ul)
Voda pro PCR 15,0
10 x reakéni pufr kompletni 2,5
smés dNTP 0,5
2 x primer (10 pmol/ul) 2x0,5
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 1,0
DNA matrice 5,0

Tabulka 22: Programy pouzité pro rod Bifidobacterium a druhy Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis a Bifidobacterium bifidum

Rod Pocet Druh Pocet Druh Pocet
Bifidobacterium cykla B. animalis cykla B. longum cykla
B. infantis
B. bifidum
94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min
94 °C/1 min 35 94 °C/30's c 94 °C/20's
55 °C/Imin 58 °C/30 s 55 °C/20's
72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/30 min
72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min
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5.5.8 Druhové specificka PCR — Streptococcus thermophilus s primery S.therm-1

a S.therm-2

Pro druhové specifickou PCR byla pouzita DNA o koncentraci 10 ng/ul. Pouzité primery jsou
uvedeny v Tabulce 23. V Tabulce 24 je uvedeno slozeni PCR smési a v Tabulce 25

amplifika¢ni program.

Tabulka 23: Druhové specifické primery

Druh Zdroj
Primer Sekvence primeru (5°-3") PCR produkt (bp)
S. thermophilus [47]
S.therm-1 CAC TAT GCT CAG AAT ACA 968
S.therm-2 CGAACAGCATTGATGTTA

Tabulka 24: Slozeni PCR smési (25 pl)

Komponnta PCR Objem (ul)
Voda pro PCR 15,0
10 x reakéni pufr kompletni 2,5
smés dNTP 0,5
primer S.therm-1 (10 pmol/ul) 0,5
primer S.therm-2 (10 pmol/ul) 0,5
Tag DNA polymerasa (1U/pl) 1,0
DNA matrice 5,0

Tabulka 25: Program pouzity pro druhové specifickou PCR Streptococcus thermophilus.

Druh Pocet cykla
S. thermophilus

95 °C/5 min
95 °C/1 min
58 °C/Imin
72 °C/1 min
72 °C/5 min

30
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6 VYSLEDKY

6.1 Kaultivace ¢isté kultury bunék v tekutém médiu a na pevném agaru

Bakterialni kmeny Lactobacillus salivarius CCDM 7274 a Bifidobacterium bifidum
CCDM 3762 byly kultivovany v tekutém MRS médiu s pfidavkem 0,05 % cysteinu a poté
naockovany pomoci kiizového roztéru na plotny s tuhym MRS agarem s obsahem 0,05 %
cysteinu.

6.1.1 Kultivace bakterii rodu Lactobacillus

Kultura kmene Lactobacillus salivarius CCDM 7274 byla nao¢kovana do tekutého MRS
média s 0,05 % cysteinem a kultivovany aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Takto narostlé bakterialni kultury byly rozockovany metodou kiizového roztéru (Obr. 8)

na pevném MRS médiu s obsahem 0,05 % cysteinu a kultivovany aerobné pii 37°C po dobu
24 hodin.

Obr. 8: Kiizovy roztér bakterialni kultury rodu Lactobacillus.

v' Tekuté médium se zakalilo. Na miskach narostly kolonie bilého, neprithledného
a lesklého vzhledu. Kolonie byly stejného tvaru s pravidelnym ohranic¢enim.

6.1.2 Kaultivace bakterii rodu Bifidobacterium

Kultura kmene Bifidobacterium bifidum CCDM 3762 byla naockovana do tekutého MRS
média s 0,05 % cysteinem a kultivovany anaerobné pii 37 °C po dobu 3-4 dni.

Takto narostlé bakterialni kultury byly rozockovany metodou vysevu (Obr.9)
na pevném MRS médiu s obsahem 0,05 % cysteinu a kultivovany anaerobné pii 37°C
po dobu 3-4 dnu.
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Obr. 9: Vysev bakterialni kultury rodu Bifidobacterium.

v' Tekuté médium se zakalilo. Na miskach narostly kolonie stejného tvaru, bilého,
nepruhledného a lesklého vzhledu.

6.2 Priprava hrubého lyzatu bunék

Hrubé lyzaty byly piipraveny dle kapitoly 5.1.

Izolace DNA byla provedena metodou fenolové extrakce (viz. kapitola 5.2). Vzorky
hrubych lyzatti bun¢k byly uchovavany pti -20 °C, aby se ptedeslo mozné degradaci.

Ptitomnost DNA byla stanovena spektrofotometricky. DNA byla nafedéna na koncentraci
10 ng/ul.

v Mnozstvi izolované DNA bylo dostate¢né pro PCR.
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6.3 Rodové specificka PCR pro rod Lactobacillus

Byla provedena PCR s purifikovanou DNA izolovanou z ¢isté bakterialni kultury. DNA
z hrubych lyzati bunék byla izolovana metodou fenolové extrakce. Do PCR smési bylo
pouzito rtiizné mnozstvi DNA s cilem zjistit citlivost PCR.

6.3.1 Rodové specificka PCR Lactobacillus s riznym mnoZstvim DNA matrice &isté
bakterialni kultury

DNA izolovana z ¢isté kultury Lactobacillus salivarius CCDM 7274 byla naredéna
TE pufrem na koncentraci 10 ng/ul — 1 fg/ul a nasledné¢ amplifikovana v PCR s rodoveé
specifickymi primery LOLMA-1 aR 16-1 [42]. Do PCR smési bylo pfidano 5 pul DNA.
Amplifikoval se PCR produkt 250 bp (Obr. 10).

Obr. 10: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produkta (250 bp) s primery
LbLMA-1 a R16-1. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Lactobacillus salivarius CCDM 7274.

Béh Koncentrace PCR produkt
DNA
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 10 ng/ul +++
3 1 ng/ul +++
4 100 pg/ul +
5 10 pg/ul -
6 1pg/ul -
7 100 fg/pl -
8 10 fo/ul - 250k
9 1 fg/ul -
10 PK ++++
11 NG -

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabg;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus salivarius 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

detegovatelnych na gelu je 500 pg.
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6.3.2 Druhové specificka PCR pro rizné druhy Lactobacillus s riiznym mnoZstvim
DNA matrice ¢isté bakterialni kultury

Byla testovana druhové specificka PCR pro druhy Lactobacillus acidophilus,
Lactobcillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei. Do PCR byla pouzita
¢ista DNA sbirkovych kmeni izolovana metodou fenolové extrakce.

6.3.3 Druhové specificka PCR Lactobacillus acidophilus

DNA z¢isté kultury Lactobacillus acidophilus CCM 4833 byla natedéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
Acil6SI a 16Sl1 [43]. Do PCR smési bylo ptidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR produkt
délky 800 bp (Obr. 11).

Obr. 11: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produktd (800 bp) s primery
Acil6ST a 16SI1. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Lactobacillus acidophilus CCM 4833.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA

1 10 ng/pl ++++

2 1ng/ul +++

3 100 pg/ul ++

4 10 pg/ul ¥ — 800 bp

5 1pg/ul -

6 100 fg/ul -

7 10 fg/ul -

8 1 fg/pl -

9 PK ++++

10 NG -

11 Standard 100 bp Zebiicek
PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabg;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus acidophilus 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

v Nejniz$i mnozstvi DNA amplifikované v PCR za vzniku PCR produkti dobie
detegovatelnych na gelu je 50 pg.
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6.3.4 Druhové specificka PCR Lactobacillus rhamnosus

DNA z¢isté kultury Lactobacillus rhamnosus CCM 1825 byla nafedéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné¢ amplifikovana s druhové specifickymi primery
Prl a Rhall [43]. Do PCR smési bylo ptidano 5 pl DNA. Amplifikoval se PCR produkt délky
200 a 400 bp (Obr. 12).

Obr. 12: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produkti (200 a 400 bp)
s primery Prl a Rhall. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Lactobacillus rhamnosus CCM 1825.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 10 ng/pul ++++
3 1 ng/ul +4++
4 100 pg/pul ++
5 10 pg/pl +
6 1 pg/ul - « 400 bp
7 100 fg/ul - <200 bp
8 10 fg/pl -
9 1 fg/ul —

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabé;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus rhamnosus 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Vv

detegovatelnych na gelu je 50 pg.
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6.3.5 Druhové specificka PCR Lactobacillus plantarum

DNA z¢isté kultury Lactobacillus plantarum CCM 1904 byla natedéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
Planl a Planll [43]. Do PCR smési bylo pfidano 5 pl DNA. Amplifikoval se PCR produkt
délky 300 a 550 bp (Obr. 13).

Obr. 13: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produkti (300 a 550 bp)
s primery Planl a Plan 1. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Lactobacillus plantarum CCM 1904.

Béh. Koncentrace PCR produkt

DNA
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 10 ng/pl ++++
3 1ng/ul ++
4 100 pg/ul +
5 10 pg/pl - « 550 bp
6 1 pg/ul - « 300 bp
7 PK +4+++
8 NG —

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabé;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus plantarum 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Vv

detegovatelnych na gelu je 500 pg.
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6.3.6 Druhové specificka PCR Lactobacillus casei

DNA zcisté kultury Lactobacillus casei CCM 4791 byla naredéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
Prl a Casll [43]. Do PCR smési bylo ptidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR produkt délky
200 a 450 bp (Obr. 14).

Obr. 14: Agarozova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produkti (200 a 450 bp)
s primery pii a Casll. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Lactobacillus casei CCM 4791.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 10 ng/pl ++++
3 1ng/ul +++
4 100 pg/ul ++
5 10 pg/pl +
6 1 pg/ul -
7 PK ++++
8 NG —
PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabé;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus casei 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Vv

detegovatelnych na gelu je 50 pg.
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6.4 Rodové specificka PCR pro rod Bifidobacterium

Byla provedena PCR s purifikovanou DNA izolovanou z ¢isté bakterialni kultury. DNA
Z hrubych lyzatti bunck byla izolovana metodou fenolové extrakce. Do PCR smési bylo
pouzito rizné mnozstvi DNA s cilem zjistit citlivost PCR.

6.4.1 Rodové specificka PCR Bifidobacterium s riiznym mnoZstvim DNA matrice
izolované z Cisté bakterialni kultury

DNA izolovana z ¢isté¢ kultury Bifidobacterium bifidum CCDM 7274 byla naredéna
TE pufrem na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné¢ amplifikovana s rodové specifickymi
primery Bif-164 a Bif-662 [44]. Do PCR smési bylo ptidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR
produkt délky 523 bp (Obr. 15).

Obr. 15: Agarozova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produkta (523 bp)s primery
Bif-164 a Bif-662. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Bifidobacterium bifidum CCDM 7274.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 10 ng/pl ++++
3 1 ng/pl 4+
4 100 pg/ul ++
5 10 pg/pul +
6 1 pg/ul - — 523 bp
7 100 fg/ul -
8 10 fg/ul -
9 1 fg/pl -
10 PK ++++
11 NG -
PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabg;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bifidobacterium bifidum 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

v v

detegovatelnych na gelu je 50 pg.
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6.4.2 Amplifikace druhové specifické PCR pro rizné druhy Bifidobacterium s riiznym
mnoZzstvim DNA matrice ¢isté bakterialni kultury

Byla testovana druhové specificka PCR pro druhy Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis. Do PCR byla
pouzita ¢istd DNA sbirkovych kmentl izolovand metodou fenolové extrakce.

6.4.3 Druhové specificka PCR Bifidobacterium longum

DNA z ¢isté kultury Bifidobacterium longum CCM 4990 byla naiedéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/pl — 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
BiLON-1 a BiLON-2 [46]. Do PCR smési bylo ptidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR
produkt délky 831 bp (Obr. 16).

Obr. 16: Agarozova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produkta (831 bp) s primery
BiLON-1 a BiLON-2. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Bifidobacterium longum CCM 4990.

Béh Koncentrace PCR produk

DNA
1 NG - 4 56 7 8 910
2 PK +4++
3 Standard 100 bp Zebiicek
4 10 ng/pl 4+
5 1 ng/ul +++ «—831bp
6 100 pg/ul +++
7 10 pg/pul ++
8 1 pg/ul +
9 100 fg/ul -
10 10 fg/ul —

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabg;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bifidobacterium longum 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

v v v

v Nejniz$i mnozstvi DNA amplifikované v PCR za vzniku PCR produkti dobie
detegovatelnych na gelu je 5 pg.
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6.4.4 Druhové specificka PCR Bifidobacterium infantis

DNA z¢isté kultury Bifidobacterium infantis CCM 3764 byla nafedéna TE pufrem
na koncentraci 100 pg/ul — 100 fg/ul a nasledné¢ amplifikovana s druhové specifickymi
primery BiINF-1 a BiINF-2 [46]. Do PCR smési bylo ptidano 5 ul DNA. Amplifikoval
se PCR produkt délky 828 bp (Obr. 17).

Obr. 17: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produktd (828 bp) s primery
BiINF-1 a BiINF-2. Amplifikovano bylo 5 pl DNA Bifidobacterium infantis CCM 3764.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA

1 100 pg/ul +++

2 10 pg/pul +++

3 1 pg/ul ++

4 100 fg/ul +

5 10 fg/ul - «—828bp

6 1 fg/pl -

7 100 ag/pul -

8 PK +4++

9 NG -

10 Standard 100 bp Zebiicek
PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabé;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bifidobacterium infantis 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Vv

detegovatelnych na gelu je 500 fg.
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6.4.5 Druhové specificka PCR Bifidobacterium bifidum

DNA z¢isté kultury Bifidobacterium bifidum CCM 7274 byla nafedéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
BiBIF-1 a BiBIF-2 [46]. Do PCR smési bylo pfidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR
produkt délky 278 bp (Obr. 18).

Obr. 18: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produkti (278 bp) s primery
BiBIF-1 a BiBIF-2. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Bifidobacterium bifidum CCM 7274.

Béh Koncentrace PCR produkt
DNA

Standard 100 bp Zebiicek
10 ng/pul +++
1ng/ul +++
100 pg/pul ++
10 pg/pl -
1pg/ul -
100 fg/ul -
10 fg/ul -
1 fg/pl —

«— 278 bp

© 00O N O Ol B W DN -

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabé;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bifidobacterium bifidum 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA

Vv

detegovatelnych na gelu je 500 pg.
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6.4.6 Druhové specificka PCR Bifidobacterium animalis

DNA z¢isté kultury Bifidobacterium animalis CCM 4988 byla naiedéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
PbiR1 a BanF2 [45]. Do PCR smési bylo pfidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR produkt
délky 925 bp (Obr. 19).

Obr. 19: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produkti (925 bp) s primery
PbiR1 a BanF2. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Bifidobacterium animalis CCM 4988.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA
1 10 ng/pl ++++
2 1ng/ul ++++
3 100 pg/ul ++++
4 10 pg/ul T 925 bp
5 1 pg/ul ++
6 100 fg/pl -
7 10 fg/ul -
8 1 fg/ul -
9 Standard 100 bp Zebiicek

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silng; ++ zfetelng; + slabé; — PCR produkt nedetekovan
PK ... pozitivni kontrola Bifidobacterium animalis 10 ng/ul

NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Vv

detegovatelnych na gelu je 5 pg.
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6.5 Druhové specificka PCR pro druh Streptococcus

Byla testovana druhové specificka PCR pro druh Streptococcus thermophilus. Do PCR
byla pouzita ¢istd DNA sbirkovych kment.

6.5.1 Druhové specificka PCR Streptococcus thermophilus s riznym mnoZstvim DNA
matrice Cisté bakterialni kultury

DNA z ¢isté kultury Streptococcus thermophilus CCDM 4757 byla naredéna TE pufrem
na koncentraci 10 ng/ul - 1 fg/ul a nasledné amplifikovana s druhové specifickymi primery
S.therl a S.therll. Do PCR smési bylo pfidano 5 ul DNA. Amplifikoval se PCR produkt délky
950 bp (Obr. 20).

Obr. 20: Agarosova gelova elektroforéza druhové specifickych PCR produktt (950 bp) s primery
S.therml a S.thermlIl. Amplifikovano bylo 5 ul DNA Streptococcus thermophilus CCDM 4757.

Béh Koncentrace PCR produkt

DNA
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 10 ng/pl ++++
3 1 ng/pl 4+
4 100 pg/ul ++++
5 10 pg/ul ++++ — 828 bp
6 1 pg/ul ot
7 100 fg/ul ++
8 10 fg/ul +
9 1 fg/ul -
10 PK ++++
11 NG —
PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelné; + slabg;

— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Streptococcus thrmophilus 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA

v v

detegovatelnych na gelu je 50 fg.
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6.6 Shrnuti vSech citlivosti v rodové a druhové specifickych PCR

V Tabulce 26 jsou uvedeny nejniz$i mnozstvi DNA, které se amplifikovaly v rodové
a jednotlivych druhové specifickych PCR za vzniku PCR produktd detekovatelnych na gelu.
Zaroven je uvedeno mnozstvi bungk, které odpovida danému mnozstvi DNA.

Tabulka 26: Shrnuti detekce citlivosti ve v§ech rodové a druhové specifickych PCR

mnoZstvi DNA/mnozstvi bunék

500 pg/2,5:10° b 50 pg/2,5-10* b 5 pg/2,5:10° b 500 fg/2,5-10° b 50 fg/25 b

Rod
Lactobacillus

+

Lbc. plantarum +

Lbc. acidophilus

Lbc. rhamnosus

Lbc. casei +

Rod
Bifidobacterium

Bif. bifidum +

Bif. longum

Bif.animalis +

Bif. infantis +

S. thermophilus +

n nejnizsi mnozstvi DNA/PCR smés
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6.7 Analyzované preparaty (komplexni matrice) s uvedenym mnoZstvim bunék

Pouzité komplexni matrice (tablety) s mnozstvim bun¢k jsou uvedeny v Tabulce 27. Podle
mnozstvi bun€k bylo spocitdno piiblizné mnozstvi DNA/g vyrobku. Hmotnost DNA v jedné
bufice je asi 2 fg (Spanova — osobni sd&leni).

Tabulka 27: Pouzité komplexni matrice s idaji deklarovanymi od vyrobce

Vyrobek Druh Probiotika Mn. bunék Mn. matrice  Mn. DNA/g

Zenflo .
£ X
§ % Lacobacillus plantarum 299v 1 x 10° 485 mg 4 mg
e 3

Linex® Forte _ Lactobacillus acidophilus (LA-5) 1x10° 8 mg
% :é; Bifidobacterium animalis ssp. Laris 1x10° 250 mg 8 mg
£ S (BB-12)

Probian _ Lactobacillus rhamnosus 1x10°
% ig Lactobacillus acidophilus 250 mg 8mg
£ -8 Bifidobacterium longum

Nutra Bona Lactobacillus acidophilus 2 x 108 100 g 4 mg
E’ Lactobacillus rhamnosus
§ ig Bifidobacterium bifidum 2 x 108 100 g 4mg
£ S  Bifidobacterium longum

GS Lactobacily Lactobacillus acidophilus

FORTE Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei

E Lactobacillus brevis .
£ Lactobacillus rhamnosus 1x10 620 mg 320ng
? Bifidobacterium longum
£
z Bifidobacterium infantis
& Streptococcus thermophilus
Pangamin S .
)
Bifi Plus § £ bifidobakterie a laktobacily 90 g
g 3
Maldion —
% . Lactobacillus gasseri EBO1™ .
£ g . ™ 1x10 250 mg 800 ng
é” 5 Lactobacillus rhamnosus PBO1
Fermalac Lactobacillus rhamnosus 85% (47,6 mg) 1,6 x 10° 12,8 mg
vaginal 3 Lactobacillus delbrueckii ssp.
< -
fg“ bulgaricus 5% 0,4 x 10° 250 mg 3,2mg
jTE" Streptococcus salivarius ssp.
‘s’n termophilus 10%
Gyntima =
Y Tzv s  Lactobacillus acidophilus LA-5
probiotika w2 . . 250 mg
$ € Bifidobacterium BB-12
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6.8 Priprava hrubych lyzati bunék a izolace DNA z vybranych vyrobki
metodou fenolové extrakce

Tablety (Maldion, Fermalac vaginal, Gyntima probiotika, Zenflo, Pangamin Bifi Plus) byly
sterilné odebrany a poptipad¢ rozdrceny. K 1 g tabletového prachu bylo pfidano 5 ml
lyza¢niho roztoku B a vSe bylo dikladné rozsuspendovano.

Vzorky byly inkubovany rtznou dobu (1,5 a 3 hod) pfi laboratorni teploté za obcasného
promichani.

K suspenzi (500 pul) bylo ptidano 25 ul 20 % SDS, 5 ul proteinasy K (100 pg/ml) a vse
bylo dikladné promichano. Vzorky byly inkubovany rtiznou dobu (1,5; 3 a 18 hod) pii 55 °C.

Z takto ptipravenych hrubych lyzatd bunck byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce (viz kapitola 5.2) a pomoci magnetickych nosict (viz kapitola 5.3). Vzorky
byly uchovavany pti -20 °C, aby se ptedeslo mozné degradaci DNA.

6.9 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA izolované
z vybranych vyrobku

Absorbance DNA vyizolované pomoci fenolové extrakce (viz. kapitola 5.2) byla métena
na Nanophotometru. Byl pouzit Lid (Factor 5) (viz. kapitola 5.4). Naméfené hodnoty jsou
uvedeny v Tabulce 28.

Tabulka 28: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA.

A A . mn. mn.
Vyrobek Aoom  Azeonm  Azgonm A 320n0m (ng/ul) vzork DNA
260nm/280nm 260nm/230nm g u (ul) (ng)

Maldion 0,00 0,09 0,05 0,00 1,87 — 22 100 2200
Fermalac

. 0,04 0,20 0,20 0,10 2,00 5,56 50 100 5000

vaginal

Gyntima

L — 0,07 0,07 0,05 1,48 — 15 100 1 500
probiotika

Zenflo 0,05 0,29 0,29 0,15 1,94 7,64 69 100 6 900
Pangamin

o 0,06 1,23 1,23 1,23 1,83 1,92 290 100 29 000
Bifi Plus

v’ Ze vSech vyrobku byla izolovand DNA v rizném mnozstvi (od 1,5 do 29 pg) a 0 rizné
koncentraci (15 ng/pl - 290 ng/ul).
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6.10 Optimalizace pri pripravé hrubych lyzati bunék — testovini mnoZstvi
lysozymu

Vzhledem ktomu, Zze se mnozstvi izolované DNA liSilo az 20 X, byla provedena
optimalizace ptipravy hrubych lyzati bunek.

Bylo testovano pouziti rizného mnozstvi lysozymu (3 mg/ml a 10 mg/ml), rtizna doba
pusobeni lysozymu (1,5 a 3 hod) pfi laboratorni teploté a rizna doba ptisobeni SDS (1 %)
a proteinasy K (500 pug/ml) (1, 3 a 24 hod) pii 55°C pro pfipravu hrubych lyzati bunék
z analyzovanych preparati. Celkova DNA izolovana z péti tablet metodou fenolové extrakce
byla kvantifikovana spektrofotometricky a pouzita pro amplifikaci v PCR specifické pro rod
Lactobacillus.

6.10.1 Optimalizace pFripravy hrubych lyzati bunék s obsahem lysozymu 3 mg/ml

Z tablet byl pfipraven hruby lyzat bunék postupem popsanym v kapitole 6.8. Do lyza¢niho
roztoku byly pfidany 3 mg/ml lysozymu a doba pisobeni byla 1,5 hod. Poté byla pfidana
proteinasa K a SDS, inkubace pii 55 °C po dobu 18 hod.

Z takto piipravenych hrubych lyzatd bunék byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce (viz. kapitola 5.2). Mnozstvi izolované DNA je uvedeno v Tabulce 29.

Ovéteni amplifikovatelnosti  DNA bylo provedeno ve specifické PCR pro rod
Lactobacillus. Byly pouzity rodové specifické primery pro bakteriec rodu Lactobacillus —
LBLMAL1 a R16-1 (viz. kapitola 5.5.4). Do PCR smési byl pipetovan 1 pl nenafedéné
purifikované DNA izolované z tablet. Vysledny amplikon (250 bp) byl detegovan na gelu
(Obr. 21)

Tabulka 29: Mnozstvi DNA izolované z tablet metodou fenolové extrakce.

Vyrobek Mnozstvi DNA/PCR smés (ng/ul) Celkové mnozstvi DNA (ng)
Maldion 22 2 200
Fermalac vaginal 50 5000
Gyntima probiotika 15 1500
Zenflo 69 6 900
Pangamin Bifi Plus 290 29 000

60



Obr. 21: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produktt (250 bp) s primery
LbLMA-1 a R16-1. Byl amplifikovan 1 pl purifikované DNA izolované z hrubych lyzati bunck
ptipravenych z probiotickych preparatii za pouziti 3 mg/ml lysozymu.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silng; ++ zietelng; + slabg;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lbc. salivarius 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Béh Vyrobek Mnoistj'i DNA/ PCR produkt
PCR smés (ng/ul)
1 Standard 100 bp zebticek
2 0
3 Maldion 22 ++
4 Fermalac vaginal 50 +
5 Gyntima probiotika 15 -
6 Zenflo 69 ++++
7 Pangamin Bifi Plus 290 -
8 0
9 PK 10 ++++
10 0
11 NK -

v" PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus se amplifikovaly u DNA izolované
z vyrobku Maldion, Fermalac vaginal a Zenflo.

6.10.2 Optimalizace p¥ipravy hrubych lyzata bunék s obsahem lysozymu 10 mg/ml

Z tablet byl ptipraven hruby lyzat bunék postupem popsanym v kapitole 6.8. Do lyza¢niho
roztoku bylo pfidano 10 mg/ml lysozymu a doba pusobeni byla 1,5 hod. Poté byla pfidana
proteinasa K a SDS, inkubace pii 55 °C po dobu 18 hod.

Z takto pfipravenych hrubych lyzath bunck byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce (viz. kapitola 5.2). Mnozstvi izolované DNA je uvedeno v Tabulce 29
(str. 59).
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Ovéreni amplifikovatelnosti DNA bylo provedeno ve specifické PCR pro rod
Lactobacillus. Byly pouzity rodové specifické primery pro bakterie rodu Lactobacillus —
LBLMAL1 a R16-1 (viz. kapitola 5.5.4). Do PCR smési byl pipetovan 1 pl nenafedéné
purifikované DNA izolované z tablet. Vysledny amplikon (250 bp) byl detegovan na gelu
(Obr. 22).

Obr. 22: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produktt (250 bp) s primery
LbLMA-1 a R16-1. Byl amplifikovan 1 pl purifikované DNA izolované z hrubych lyzata
bunék probiotickych preparata za pouziti 10 mg/ml lysozymu

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silng; ++ zietelng; + slabg;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lbc. salivarius 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

«— 250 bp

Béh Vyrobek MnozZstvi DNA/ PCR produkt
PCR smés (ng/ul)
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 (]
3 Maldion 39 +++
4 Fermalac vaginal 52 +++
5 Gyntima probiotika 15 -
6 Zenflo 59 +++
7 Pangamin Bifi Plus 263 +
8 0
9 PK 10 ++++
10 (%]
11 NK -

v" PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus se amplifikovaly u DNA izolované
z vyrobkli Maldion, Fermalac vaginal, Zenflo a Pangamin Bifi Plus.

v" Razné mnozstvi lysozymu ovliviiuje rizné mnoZstvi DNA uvolnéné z lyzovanych
bunék. Dale se pracovalo pouze s koncentraci lysozymu 10 mg/pl.
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6.11 Optimalizace pri pripravé hrubych lyzatia bunék — testovani doby inkubace
a izolace DNA fenolovou extrakci a magnetickym nosi¢em

Z tablet byl pfipraven hruby lyzat bunék postupem popsanym v kapitole 6.8. Do lyza¢niho
roztoku bylo ptfiddno 10 mg/ml lysozymu. Inkubace byla po dobu 3 hod pfi laboratorni
teploté. Déle byla testovana rtiznd doba pusobeni s 1% SDS a proteindzou K (500ug/ml)
(1, 3 a 18 hod). Hrubé lyzaty bun€k z Sesti preparati byly pouzity pro fenolovou extrakci
(viz. kapitola 5.2) a pro izolaci DNA magnetickymi ¢asticemi (Vviz. kapitola 5.3). Koncentrace
DNA byla proméfena spektrofotometricky (viz. kapitola 5.4), anasledné¢ amplifikovana
v PCR na rod Lactobacillus.

6.11.1 Optimalizace pripravy hrubych lyzati bunék — s proteinasou K a SDS p¥i 55°C
po dobu 1 hod

Hrubé lyzaty byly piipraveny s mnozstvim 10 mg/ml lysozymu v lyza¢nim roztoku, doba
pusobeni byla 3 hod pfi laboratorni teploté a s SDS a proteinazou K 1 hod/55°C.

Z takto pfipravenych hrubych lyzatd bunék byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce a metodou magnetickych nosicu (viz. kapitola 5.2). Mnozstvi izolované
DNA je uvedeno v Tabulce 30.

Ovéteni  amplifikovatelnosti DNA bylo provedeno ve specifické PCR pro rod
Lactobacillus. Byly pouzity rodové specifické primery pro bakteriec rodu Lactobacillus —
LBLMA1 a R16-1 (viz. 5.5.4). Do PCR smési bylo pipetovano 5 pl purifikované DNA
izolované z tablet nafedéné na 10 ng/ul. V termocykleru probihalo 30 cykli. Vysledny
amplikon (250 bp) byl detekovan na gelu (Obr. 23).

Tabulka 30: Mnozstvi DNA izolované z tablet metodou fenolové extrakce a magnetickymi ¢asticemi
(55°C/1 hod)

Vyrobek MnozZstvi DNA/PCR smés (ng/ul) Celkové mnozZstvi DNA (ng)

o Zenflo 600 60 000
2 Linex Forte 1245 124 500
% Probian 2385 238 500
E Nutra Bona 558 55 800
?g) GS Lactobacilus 1445 144 500
= Pangamin Bifi Plus 3725 372 500
3 Zenflo 6,0 600
E Linex Forte 8,0 800
5 Probian 55 550
e Nutra Bona 115 1150
5 GS Lactobacilus 7,0 700
= Pangamin Bifi Plus 10,0 1000
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Obr. 23: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produktt (250 bp) s primery
LbLMA-1 a R16-1. Bylo amplifikovano 5 ul DNA (10 ng/ul) izolované z hrubych lyzati bunck
probiotickych preparatii pomoci fenolové extrakce a magnetickych nosica.

Béh Vyrobek PCR produkt
9 10 11 12 13
1 8 Zenflo ++++
2 é Linex Forte —*
3 s Probian —*
4 g Nutra Bona +
5 % GS Lactobacilus —*
6 = Pangamin Bifi Plus +
7 Standard 100 bp zebricek 250 bp
8 ot Zenflo ++++
9 5 Linex Forte +
>Q
10 % Probian T PCR produkt detegovén:
11 'é Nutra Bona + ++++ velmi silng; +++ silng; ++ zietelng; + slabg;
12 E GS Lactobacilus Ht — PCR produkt nedetekovéan
13 = Pangamin Bifi Plus e+ PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus salivarius 10 ng/ul
14 PK Ht NK ... negativni kontrola (bez DNA)
15 NK —

* mozna pritomnost inhibitord PCR

v" PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus byly detegovany po amplifikaci DNA
izolované ze vSech vyrobkli magnetickymi nosici a po amplifikaci DNA izolované
z 3 vyrobku fenolovou extrakci.

6.11.2 Optimalizace pripravy hrubych lyzati bunék — s proteinasou K a SDS pii 55°C
po dobu 3 hodin

Hrubé lyzaty byly ptipraveny s mnozstvim 10 mg/ml lysozymu v lyza¢nim roztoku, doba
pusobeni byla 3 hod pfi laboratorni teploté a s SDS a proteinasou K 3 hod/55°C.

Z takto pfipravenych hrubych lyzati bunék byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce a metodou magnetickych nosicii (viz. kapitola 5.2). Mnozstvi izolované
DNA je uvedeno v Tabulce 31.

Ovéefeni  amplifikovatelnosti DNA  bylo provedeno ve specifické PCR pro rod
Lactobacillus. Byly pouzity rodové specifické primery pro bakterie rodu Lactobacillus —
LBLMAL a R16-1 (viz. 5.5.4). Do PCR smési bylo pipetovano 5 pul DNA izolované z tablet
nafedéné na 10 ng/ul. V termocykleru probihalo 30 cykli. Vysledny amplikon (250 bp) byl
detegovan na gelu (Obr. 24).
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Tabulka 31: Mnozstvi DNA izolované z tablet metodou fenolové extrakce a magnetickymi ¢asticemi

(55°C/3 hod)

Vyrobek Mnozstvi DNA/PCR smés (ng/pl) Celkové mnozstvi DNA (ng)
o Zenflo 335 33500
2 Linex Forte 1163 116 300
% Probian 1058 105 800
B Nutra Bona 375 37 500
g GS Lactobacilus 2115 211 500
B Pangamin Bifi Plus 4622 462 200
3 Zenflo 6,0 600
ﬁ Linex Forte 55 550
5 Probian 55 550
2 Nutra Bona 4,0 400
5 GS Lactobacilus 6,0 600
= Pangamin Bifi Plus 7,0 700

Obr. 24: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produktt (250 bp) s primery
LbLMA-1 a R16-1. Bylo amplifikovano 5 ul DNA (10 ng/ul) izolované z hrubych lyzatd bunék
probiotickych preparatii pomoci fenolové extrakce a magnetickych nosica.

Béh Vyrobek PCR produkt
1 8 Zenflo ++++
2 é Linex Forte —*
3 § Probian —*
4 E Nutra Bona —*
5 % GS Lactobacilus —*
6 = Pangamin Bifi Plus -
7 Standard 100 bp Zebiicek
8 3 Zenflo +H++
9 5 Linex Forte ++++
10 E Probian —*
11 :-3) Nutra Bona —*
12 §° GS Lactobacilus ++++
13 = Pangamin Bifi Plus —

* mozna piitomnost inhibitordt PCR

10 11 12 13

«— 250 bp

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ silné; ++ zietelng;

+ slab¢; — PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus salivarius 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

v PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus byly detekovany po amplifikaci DNA
izolované ze 2 vyrobkd magnetickymi nosi¢i a po amplifikaci DNA izolované
z 1 vyrobku metodou fenolové extrakce.
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6.11.3 Optimalizace pripravy hrubych lyzati bunék — s proteinasou K a SDS p¥i 55°C
po dobu 18 hodin

Hrubé lyzaty byly pfipraveny s mnozstvim 10 mg/ml lysozymu v lyzacnim roztoku, doba
pusobeni byla 3 hod pfi laboratorni teploté a s SDS a proteinasou K 18 hod/55°C.

Z takto ptipravenych hrubych lyzatd bunck byla provadéna izolace DNA metodou
fenolové extrakce a pomoci magnetickych nosi¢t (viz. kapitola 5.2). Mnozstvi izolované
DNA je uvedeno v Tabulce 32.

Ovéteni amplifikovatelnosti DNA bylo provedeno ve specifické PCR pro rod
Lactobacillus. Byly pouzity rodové specifické primery pro bakterie rodu Lactobacillus —
LBLMAIL a R16-1 (viz. 5.5.4). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované z tablet
nafedéné na 10 ng/ul. V termocykleru probihalo 30 cykli. Vysledny amplikon (250 bp) byl
detekovan na gelu (Obr. 25).

Tabulka 32: Mnozstvi DNA izolované z tablet metodou fenolové extrakce a magnetickymi ¢asticemi
(55°C/18 hod)

Vyrobek MnoZstvi DNA v PCR smési (ng) Celkové mnoZstvi DNA (ug)
Y Zenflo 198 19 800
TE Linex Forte 61 6 100
E Probian 84 8 400
E Nutra Bona 59 5900
% GS Lactobacilus 230 23000
= Pangamin Bifi Plus 752 75 200
3 Zenflo 5,0 500
:% Linex Forte 55 550
§ Probian 50 500
% Nutra Bona 8,5 850
§° GS Lactobacilus 55 550
= Pangamin Bifi Plus 6,0 600
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Obr. 25: Agardsova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produktt (250 bp) s primery
LbLMA-1 a R16-1. Bylo amplifikovano 5 ul DNA (10 ng/ul) izolované z hrubych lyzati bunék
probiotickych preparati pomoci fenolové extrakce a magnetickych nosici.

Béh Vyrobek PCR produkt
1 8 Zenflo ++++
2 fg Linex Forte —*
3 5 Probian —*
4 E Nutra Bona -
5 % GS Lactobacilus ++++
6 = Pangamin Bifi Plus +
7 Standard 100 bp Zebiicek
8 ot Zenflo ++++
9 :g Linex Forte ++
10 L Probian +
11 % Nutra Bona —*
12 E" GS Lactobacilus +++
13 = Pangamin Bifi Plus —*
14 PK ++++
15 NK —

* mozna pritomnost inhibitortt PCR

9 10 11 12 13 14 15

«— 250 bp

PCR produkt detekovan:

++++ velmi silng; +++ siln€; ++ zietelng;

+ slabé; — PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lactobacillus salivarius 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

v" PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus byly detekovany po amplifikaci DNA

izolované¢ ze 4 vyrobklli magnetickymi nosi¢i a po amplifikaci DNA izolované
z 3 vyrobku metodou fenolové extrakce.

67



6.12 Shrnuti vysledki optimalizace pripravy hrubych lyzati bunék z tablet

Byla testovana amplifikace DNA s vyuzitim DNA matrice z hrubych lyzatd bunck
z probiotickych tablet izolované fenolovou extrakci a magnetickymi casticemi. Byly
porovnany intenzity PCR prouktd. Shrnuti vysledkii ptipravy hrubych lyzati bunék
je popsano v Tabulce 33.

Tabulka 33: Shrnuti vysledkli optimalizace pripravy hrubych lyzati bun¢k

1 hodina/lysozym (3 mg/ml) 3 hodiny/lysozym (10 mg/ml)

Inkubace s lysozymem p¥i
ysozy p + +4++

laboratorni teploté

++ dobra detekce + slaba detekce specifického PCR produktu

Fenolova extrakce Magnetické ¢astice
1 hodina + +++
Inkubace s proteinazou K .
.. 3 hodiny + +
a SDS pris5°C
pi‘es noc ++ ++

+++ velmi dobra detekce, ++ dobra detekce + slaba detekce specifického PCR produktu

v' Rlzné mnozstvi lysozymu a délka inkubace pfi 55 °C ovliviiuji lyzi bunék a tudiz
I mnozstvi izolované DNA. To ma vliv na intenzitu PCR produktu. Intenzivnéj$i PCR
produkty se amplifikovaly s DNA izolovanou magnetickym nosi¢em.

6.13 Priprava hrubych lyzati bunék a izolace DNA z probiotickych
potravinovych dopliiki magnetickym nosicem

Tablety (Zenflo, Linex Forte, Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte) byly sterilné
odebrany (kapsle) a tableta Pangamin Bifi Plus byla rozdrcena. K 1 g tabletového prachu bylo
ptidano 5 ml lyza¢niho roztoku B B [10 mM Tris HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0),
lysozym (10 mg/ml)] a vSe bylo dikladné resuspendovano.

Vzorky byly inkubovdny 3 hod pii laboratorni teploté¢ za obcasného promichani.
K suspenzi (500 ul) bylo pitidano 25 pl 20 % SDS, 5 ul proteinasy K (100 pg/ml) a vse bylo
diikladné promichano. Vzorky byly inkubovany 1 hod pfi 55 °C.

Nasledné byly hrubé lyzaty precistény a 2 x zkoncentrovany. K 350 pl hrubého lyzatu bylo
ptidano 17 pl 3M octanu sodného a 920 pl ethanolu (96 %). Vzorky byly ponechany 1 hod
pti-20 °C, poté 15 minut stoCeny pii 15000 otackach. Supernatant byl slit a sediment byl
ponechan 20 min Vv exsikatoru. K sedimentu bylo ptidano 175 pl TE pufru. Vse bylo
povadéno v deseti eppendorfkach pro ziskani vét§iho mnozstvi hrubého lyzatu bunék.

Z takto pripravenych hrubych lyzati bunék (300 pl) byla provadéna izolace DNA
magnetickym nosi¢em (viz kapitola 5.3). Vzorky byly uchovavany pii -20 °C, aby se ptedeslo
mozné degradaci DNA.
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6.14 Ovéieni amplifikace DNA v doménové specifické PCR s DNA izolovanou

Z 6 vyrobki potravinovych dopliikii pomoci magnetického nosice

Pro izolaci byl proveden postup popsan v kapitole 6.13. Mnozstvi izolované DNA

je uvedeno v Tabulce 34.

Tabulka 34: Mnozstvi DNA izolované z tablet pomoci magnetickych ¢astic.

Vyrobek MnoZzstvi DNA (ng/ul) Celkové mnoZstvi DNA (ng)
Zenflo 11,5 1150
Linex Forte 12,0 1200
Probian 11,5 1150
Nutra Bona 12,0 1200
GS Laktobacily FORTE 12,0 1200
Pangamin Bifi Plus 19,0 1900

V PCR byly pouzity univerzalni primery pro bakterie domény Bacteria — F eub a R eub
(viz. kapitola 5.5.3). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované z tablet pomoci
magnetického nosice. Vysledny amplikon (500 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 26).

Obr. 26: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR produkt (500 bp) pro doménu Bacteria.
Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparatii magnetickym nosi¢em.

< 500 bp

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ siln€; ++ zietelné; + slabé;

— PCR produkt nedetekovan
PK ... pozitivni kontrola Lbc. salivarius 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

5 ) Mn. DNA/
Béh Vyrobek Mn. DNA [(g/ul) PCR smés (ng) PCR produkt
1 Zenflo 11,5 57,5 ++++
2 Linex Forte 12,0 60,0 ++++
3 Probian 115 57,5 ++++
4 Nutra Bona 12,0 60,0 ++++
5 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 ++++
6 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 ++++
7 PK 10,0 50,0 ++++
8 NK -
9 Standard 100 bp zebiicek

69



v" Detekce specifického PCR produktu (500 bp) pro doménu Bacteria byl velmi zietelny
po amplifikaci DNA izolované ze vSech testovanych preparati magnetickymi nosici.

6.15 Rodové specificka PCR Lactobacillus s DNA izolovanou z vyrobkii
potravinovych dopliikii magnetickymi nosici

Probiotické preparaty byly zpracovany dle postupu uvedeného v Kkapitole 6.8. Byla
provedena rodové specificka PCR rodu Lactobacillus se vSemi testovanymi preparaty.
Mnozstvi izolované DNA je uvedeno v Tabulce 34 (str. 69).

Byly pouzity rodové specifické primery pro bakterie rodu Lactobacillus — F alllact
a R alllact (viz kapitola 5.5.4). Do PCR smé&si bylo pipetovano 5 ul DNA izolované z tablet.
Vysledny amplikon (92 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 27).

Obr. 27: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR produkti (92 bp) pro rod Lactobacillus.
Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparatii magnetickym nosi¢em.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silné; ++ zieteln€; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lbc. salivarius 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

5 ) Mn. DNA/

Béh Vyrobek Mn. DNA (ng/ul) PCR smés (ng]) PCR produkt
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 Zenflo 115 57,5 ++++
3 Linex Forte 12,0 60,0 +++
4 Probian 115 57,5 ++++
5 Nutra Bona 12,0 60,0 ++++
6 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 +++++
7 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 ++++
8 PK 10,0 50,0 ++++
9 NK —

v" PCR produkty byly detegovany v rizné intenzité. Ve vSech Sesti vyrobcich byla
prokazana ptitomnost DNA rodu Lactobacillus.
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6.16 Druhové specificka PCR Lactobacillus s DNA izolovanou z vyrobku
potravinovych dopliikii magnetickymi nosici

Probiotické preparaty byly zpracovany dle postupu uvedeného v kapitole 6.8. Byly voleny
a provedeny takové druhové specifické PCR, které byly deklarovany vyrobcem tj. druhové
specifickd PCR Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum.

6.16.1 Druhové specificka PCR pro Lactobacillus acidophilus s primery Acil6SI a 16SllI

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Lactobacillus acidophilus —
Acil6Sl a 16Sll (viz kapitola 5.5.5). Do PCR smé&si bylo pipetovano 5 ul DNA izolované
z tablet. Vysledny amplikon (750 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 28).

Obr. 28: Agardsova gelova elektroforéza specifickych PCR produktii (750 bp) pro druh Lactobacillus
acidophilus. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparati magnetickym

nosi¢em.

PCR produkt detegovan:
++++ velmi silng; +++ silné; ++ zietelné; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

750 bp PK ... pozitivni kontrola Lbc. acidophilus
10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Mn. DNA/
Béh Vyrobek Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés (ng)
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 Linex Forte 12,0 60,0 ++++
3 Probian 11,5 57,5 +
4 Nutra Bona 12,0 60,0 +
5 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 ++
6 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 +
7 4]
8 PK 10,0 50,0 ++++
9 NK -

v" PCR produkty byly detekovany vruzné intenzité. Ve vSech péti vyrobcich byla
prokazana ptitomnost DNA Lactobacillus acidophilus.
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6.16.2 Druhové specificka PCR pro Lactobacillus rhamnosus s primery Prl a Phall

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Lactobacillus rhamnosus —
Prl a Phall (viz kapitola 5.5.5). Do PCR smési byly pipetovany 3 ul DNA izolované z tablet.
Amplifikovaly se dva PCR produkty (200 a 410 bp), které byly detegovany na gelu (Obr. 29).

Obr. 29: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR produkti (200 a 400 bp) pro druh
Lactobacillus rhamnosus. Amplifikovany byly 3 ul DNA izolované z probiotickych preparatt
magnetickym nosicem.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ siln€; ++ zieteln€; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lbc. rhamnosus 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

«— 410 bp

«— 200 bp

Béh. Vyrobek Mn. DNA/ PCR produkt
Mn. DNA (ng/nl) .
PCR smés (ng)

1 PK 10,0 50,0 +++

2 NK -

3 Standard 100 bp Zebiicek
4 Probian 115 57,5 +++

5 Nutra Bona 12,0 60,0 -

6 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 +

7 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 —

v" PCR produkty specifické pro druh Lactobacillus rhamnosus byly detegovany u dvou
vyrobkil (Probian a GS Laktobacily Forte).
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6.16.3 Druhové specificka PCR pro Lactobacillus casei s primery Prl a Casl|

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Lactobacillus casei — Prl
a Casll (viz kapitola 5.5.5). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované z tablet.
Amplifikovali se dva PCR produkty (200 a 400 bp), které byly detegovany na gelu (Obr. 30).

Obr. 30: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR produkti (200 a 400 bp) pro druh
Lactobacillus casei. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparati magnetickym
nosicem.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ siln€; ++ zietelné; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lbc. casei 10 ng/pl

NK ... negativni kontrola (bez DNA)

«— 400 bp
«— 200 bp
Béh vyrobek Mn. DNA/
Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés (ng)

1 Standard 100 bp Zebiicek
2 NK -
3 PK 10,0 50,0 ++++
4 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 ++
5 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 —

v" PCR produkty specifické pro druh Lactobacillus casei byly deklarovany ve vyrobku
GS Laktobacily Forte a nebyly prokazany ve vyrobku Pangamin Bifi Plus.
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6.16.4 Druhové specificka PCR pro Lactobacillus plantarum s primery Planl a Planl|

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Lactobacillus plantarum —
Planl aPlanll (viz kapitola 5.5.5). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované
z tablet. Amplifikovali se dva PCR produkty (250 a 500 bp), které byly detegovany na gelu
(Obr. 31).

Obr. 31: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR produkti (250 a 500 bp) pro druh
Lactobacillus plantarum. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparati
magnetickym nosicem.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ siln€; ++ zietelné; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Lbc. plantarum 10 ng/ul
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

«— 500 bp

«— 250 bp

Béh. Vyrobek Mn. DNA/
Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés [(g])
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 NK -
3 PK 10,0 50,0 ++++
4 Zenflo 11,5 57,5 ++++
5 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 -
6 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 -

v Pitomnost DNA bakterii Lactobacillus plantarum byla prokazana ve vyrobku Zenflo,
ve vyrobcich GS Laktobacily Forte a Pangamin Bifi Plus prokazana nebyla.
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6.17 Rodové specificka PCR Bifidobacterium s DNA izolovanou z vyrobku
potravinovych doplitkii magnetickymi nosici

Probiotické preparaty byly zpracovany dle postupu uvedeného v kapitole 6.8. Byla
provedena rodové specifickd PCR rodu Bifidobacterium se vSemi testovanymi preparaty.
Mnozstvi izolované DNA je uvedeno v Tabulce 34 (str. 69).

Byly pouzity rodové specifické primery pro bakterie rodu Bifidobacterium — Bif 164
a Bif 662 (viz kapitola 5.5.6). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované z tablet.
Vysledny amplikon (523 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 32).

Obr. 32: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR  produkta (523 bp) pro rod
Bifidobacterium. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparati magnetickym

nosic¢em.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silng; ++ zieteln€; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bif. bifidum 10 ng/pl

—523bp NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Mn. DNA/
Béh Vyrobek Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés (ng)
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 Zenflo 11,5 57,5 ++++
3 Linex Forte 12,0 60,0 ++++
4 Probian 11,5 57,5 ++++
5 Nutra Bona 12,0 60,0 ++++
6 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 ++++
7 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 ++++
8 PK 10,0 50,0 ++++
9 NK —

v Piitomnost bakterii Bifidobacterium byla detegovan ve vsech Sesti vyrobcich.
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6.18 Druhové specificka PCR Bifidobacterium s DNA izolovanou z vyrobki
potravinovych doplitkii magnetickymi nosici

Probiotické preparaty byly zpracovany dle postupu uvedeného v kapitole 6.8. Byly voleny
a provedeny takové druhové specifické PCR, které byly deklarovany vyrobcem tj. druhové
specifickd PCR Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium animalis
a Bifidobacterium bifidum.

6.18.1 Druhové specificka PCR pro druh Bifidobacterium longum s primery BiLON-1
a BiLON-2

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Bifidobacterium longum —
BiLON -1 aBIiLON -2 (viz kapitola 5.5.7). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA
izolované z tablet. Vysledny amplikon (831 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 33).

Obr. 33: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR  produktd (831 bp) pro druh
Bifidobacterium longum. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparat
magnetickym nosic¢em.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ siln€; ++ zietelné; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bif. longum 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

Mn. DNA/
Béh Vyrobek Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés [(Q)
1 PK 10,0 50,0 ++++
2 NK -
3 Standard 100 bp Zebiicek
4 Probian 11,5 57,5 -
5 Nutra Bona 12,0 60,0 -
6 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 -
7 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 —

v Specificky PCR produkt Bifidobacterium longum byl detegovan v pozitivni kontrole
anebyl detegovan ve 4 vyrobcich, v nichz byla deklarovana pfitomnost bakterii
Bifidobacterium longum vyrobcem.
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6.18.2 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium infantis s primery BilNF-1

a BiINF2

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Bifidobacterium infantis —
BiINF-1 a BiINF-2 (viz kapitola 5.5.7). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované
z tablet. Vysledny amplikon (828 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 34).

Obr. 34: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR  produktd (828 bp) pro druh
Bifidobacterium infantis. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparatt

magnetickym nosicem.

«— 828 bp

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ siln€; ++ zietelné; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bif. infantis 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

. Mn. DNA/
Béh Vyrobek Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés ng)
1 PK 10,0 50,0 ++++
2 NK -
3 Standard 100 bp Zebiicek
4 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 -
5 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 —

v Specificky PCR produkt Bifidobacterium infantis byl detegovan v pozitivni kontrole
anebyl detegovan ve 2 vyrobcich, v nichz byla deklarovana pfitomnost bakterii

Bifidobacterium infantis vyrobcem.
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6.18.3 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium bifidum s primery BiBIF-1
a BiBIF-2

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Bifidobacterium bifidum —
BiBIF 1 a BiBIF 2 (viz kapitola 5.5.7). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA izolované
z tablet. Vysledny amplikon (278 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 35).

Obr. 35: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR  produktd (278 bp) pro druh
Bifidobacterium bifidum. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparata
magnetickym nosicem.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi siln€; +++ siln€; ++ zietelné; + slabé;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bif. bifidum 10 ng/pl
NK ... negativni kontrola (bez DNA)

. . Mn. DNA/
Béh Vyrobek Mn. DNA (ng/ul) . PCR produkt
PCR smés (ng)
1 PK 10,0 50,0 ++++
2 NK -
3 Standard 100 bp Zebiicek
4 Nutra Bona 12,0 60,0 -
5 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 —

v Specificky PCR produkt Bifidobacterium bifidum byl detegovan v pozitivni kontrole
a nebyl detegovan ve 2 vyrobcich, v nichz byla deklarovana piitomnost bakterii
Bifidobacterium bifidum vyrobcem.
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6.18.4 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium animalis s primery Ban F2 a Pbi F1

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Bifidobacterium animalis —
Ban F2 a Pbi F1 (viz kapitola 5.5.7). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul purifikované DNA
izolované z tablet. Vysledny amplikon (925 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 36).

Obr. 36: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR  produktd (925 bp) pro druh
Bifidobacterium animalis. Amplifikovano bylo 5 pl DNA izolované z probiotickych preparati
magnetickym nosicem.

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silng; ++ zietelng; + slabg;
— PCR produkt nedetekovan

PK ... pozitivni kontrola Bif. animalis 10 ng/ul

«— 925 bp
NK ... negativni kontrola (bez DNA)
. ., Mn. DNA/
Béh vyrobek Mn. DNA (ng/pl) . PCR produkt
PCR smés (ng)
1 Linex Forte 12,0 60,0 ++++
2 Pangamin Bifi Plus 19,0 95,0 ++
3 Standard 100 bp Zebiicek
4 PK 10,0 50,0 ++++
5 NK —

v Piitomnost specifickych PCR produktd pro druh Bifidobacterium animalis byla
detegovana ve vyrobku Linex Forte a Pangamin Bifi Plus.
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6.18.5 Druhové specificka PCR pro Streptococcus thermophilus s primery S.therm 1
a S.therm 2

Byly pouzity druhové specifické primery pro bakterie druhu Streptococcus thermophilus
— S.therm 1 a S.therm2 (viz kapitola 5.5.8). Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul DNA
izolované z tablet. Vysledny amplikon (968 bp) byl detegovan na gelu (Obr. 37).

Obr. 37: Agarosova gelova elektroforéza specifickych PCR produktti (968 bp) pro druh Streptococcus
thermophilus. Amplifikovano bylo 5 ul DNA izolované z probiotickych preparati magnetickym
nosicem.

LE-28 34

PCR produkt detegovan:

++++ velmi silng; +++ silng; ++ zietelng; + slabg;

— PCR produkt nedetekovan
PK ... pozitivni kontrola 10 ng/pl
968 bp NK ... negativni kontrola (bez DNA)
Mn. DNA/
Bé¢h Vyrobek Mn. DNA (ng/pl) 5 PCR produkt
PCR smés (ng)
1 Standard 100 bp Zebiicek
2 GS Laktobacily Forte 12,0 60,0 -
3 PK 10,0 50,0 ++++
4 NK -

v Pritomnost PCR produktu specifického pro druh Streptococcus thermophilus byl
detegovan v pozitivni kontrole a nebyl detegovan ve vyrobku, vnémz byla
deklarovana pfitomnost bakterii Streptococcus thermophilus vyrobcem.
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6.18.6 Shrnuti vysledkii rodové a druhové specifickych PCR ziskanych po amplifikaci
celkové DNA izolované z potravinovych dopliikii magnetickymi nosici

Detekce rodové a druhové specifickych PCR produkti Lactobacillus (Tabulka 35),
Bifidobacterium (Tabulka 36) a Streptococcus (Tabulka 37).

Tabulka 35: Shrnuti detekce PCR produkti pti rodové i druhové specifické PCR pro rod Lactobacilus

Vzorek Lactobacillus Lbc. acidophilus  Lbc. rhamnosus Lbc. plantarum Lbc. casei
Zenflo aF +/+
Linex® Forte +
Probian + + +
Nutra Bona + -
GS Laktobacily o n o _ .
Forte
Pangamin */ 4 *[4 *[_ *[_ *[_
Bifi Plus

deklarovana a prokazana pfitomnost bakterii
deklarovana a neprokazana piitomnost bakterii
* na obalu deklarovany jen laktobacily a bifidobakterie / prokazana ,,+“ nebo

neprokdzéana ,,— pritomnost bakterii

Tabulka 36: Shrnuti detekce PCR produktt pii rodové i druhové specifické PCR pro rod
Bifidobacterium

\zorek Bifidobacterium Bif. longum Bif. infantis Bif. animalis Bif. bifidum
Linex™ Forte + +
Probian + =
Nutra Bona + = —
GS Laktobacily o _ _
Forte
Pangamin */4 */_ */_ *[4 *[_
Bifi Plus

N deklarovana a prokazana ptitomnost bakterii

deklarovana a neprokdzana ptitomnost bakterii

* na obalu deklarovany jen laktobacily a bifidobakterie / prokdzana ,+“ nebo
neprokazana ,,— pritomnost bakterii
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Tabulka 37: Shrnuti detekce PCR produktu pro druh Streptococcus thermophilus.

Vzorek Str. thermophilus

GS Laktobacily Forte =

deklarovana a neprokazana ptitomnost bakterii

6.19 Vysledek analyzy potravinovych dopliiki na piitomnost probiotickych
bakterii

V souladu s deklarovanym slozenim byly analyzovany vyrobky Linex® Forte, Pangamin
Bifi Plus a Zenflo. U vsech tiech byly potvrzeny deklarované rody i druhy.

U produktu Probian doslo k nesouladu u druhu Bifidobacterium longum, ktery nebyl
prokazan. Duvodem muze byt niz§i mnozstvi bunék, neZ jsme schopni detekovat v PCR tedy
<2,5-10" bungk.

U produktu Nutra Bona doslo k nesouladu ve tfech piipadech a to u druhti Lactobacillus
rhamnosus (< 2,5-10% bun&k), Bifidobacterium longum (< 2,5-10° bun&k) a Bifidobacterium
infantis (< 2,5-10% bun&k), které nebyly prokéazany.

U posledniho z testovanych probiotickych preparatu, tedy u GS Laktobacily Forte doslo
k odchylce u 4 druhii. Nebyly prokazany druhy Lactobacillus plantarum (< 2,5-10* bungk),
Bifidobacterium longum (< 2,5:10* bungk), Bifidobacterium infantis (< 2,5-10% bun&k)
a Streptococcus thermophilus (< 25 bungk).
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7 DISKUSE

Pozitivni u¢inek probiotickych mikroorganismili je dobfe zndm. Pro ¢lovéka mohou mit
MO ale i opaény dopad. [3]

Tato diplomova prace byla zamétena na probiotické doplitky stravy, které maji pozitivné
ovliviiovat zdravi konzumenta. Definice doplikt stravy je uvedena v zdkoné o potravinach.
Jde o potraviny, jejichz ucelem je dopliovat béznou stravu. Maji vysoky obsah vitamint,
mineralti nebo jinych latek s nutricnim ¢i fyziologickym uc¢inkem. Doplné€k stravy neni 1é€ivo,
1é¢ivy ptipravek ani 1éCiva latka [48].

Morfologické a fenotypové metody nejsou z hlediska taxonomie rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium spolehlivé, proto jsou v poslednich letech vyuZzivany k identifikaci bakterii
molekularné-biologické metody. Rychld a ptfesné identifikace je dilezitd pro mozné vyuziti
nékterych kment jako startovacich kultur nebo jako probiotickych organismu [49].

Cilem této prace byla identifikace bakterii rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a druhd
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
casei, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium bifidum a Streptococcus thermophilus deklarovanych na obalu vyrobcem
s vyuzitim DNA amplifika¢nich metod. Vybrano bylo Sest voln€ prodejnych probiotickych
preparatil. Bakterie byly identifikovany v piipravcich Zenflo, Linex® Forte, Probian, Nutra
Bona, GS Laktobacily Forte a Pangamin Bifi Plus.

Nedilnou soucasti prace byla optimalizace ptipravy hrubych lyzatl bun¢k s cilem izolovat
DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR.

7.1 Kultivace bakterii

Sbirkové kmeny rodu Lactobacillus byly kultivovany v MRS médiu s ptidavkem 0,05 %
cysteinu. Kultivace probihala pti 37°C po dobu 24 hod aerobn¢. Na miskach narostly kolonie
bilého, neprtihledného a lesklého vzhledu, stejného tvaru s pravidelnym ohrani¢enim.
Bakterie rodu Lactobacillus dobte rostou v MRS médiu. Puda vSak neni selektivni a mohou
na ni rust i jiné bakterie napf. bakterie rodu Bifidobacterium [50].

Sbirkové kmeny rodu Bifidobacterium byly kultivovany v MRS médiu s 0,05% cysteinem.
Kultivace probihala pti 37°C po dobu 3-4 dnil anaerobné v anaerostatu. Na miskach narostly
kolonie stejného tvaru, bil¢ho, neprithledného a lesklého vzhledu.

Z bungk ¢istych kultur byla izolovana DNA metodou fenolové extrakce, kterd byla pouzita
ke stanoveni citlivosti PCR, tedy minimalniho mnozstvi DNA, které je mozné detegovat
na agarosovém gelu.
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7.2 Mmnozstvi lysozymu pro pripravu hrubych lyziti bunék

Pro optimalizaci ptipravy hrubych lyzati bun¢k byly pouzity probiotické vaginalni tablety
Maldion, Fermlac vaginal, Gyntima probiotika a probiotické dopliky Zenflo, Pangamin Bifi
Plus. Pti optimalizaci rizného mnozstvi lysozymu byly pouzity dvé koncentrace lysozymu —
3mg/ml al10 mg/ml. S pouzitim niz§i koncentrace lysozymu (3 mg/ml), byla detekce
specifického PCR produktu pro rod Lactobacillus (250 bp) [42] zietelné slabsi. PCR produkt
pro rod Lactobacillus s vyssi koncentraci lysozymu (10 mg/ml) v hrubém lyzatu byl 1épe
vizualné detekovatelny. Lépe se osveédcila delsi doba inkubace (3 hodiny) pti laboratorni
teploté. Dale bylo pracovano jen s koncentraci lysozymu 10 mg/ml a inkubaci 3 hod.

7.3 Délka inkubace s proteinasou K a SDS pri 55°C

Pro optimalizaci ptipravy hrubych lyzati bun€k byly pouzity probiotické doplitkky Zenflo,
Linex® Forte, Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte a Pangamin Bifi Plus. P¥i pripravé
hrubych lyzata bunék bylo pouzito 25 pl 20 % SDS a 5 ul proteinasy K (100 ug/ml). Vzorky
byly inkubovany rtznou dobu (1,5; 3 a 18 hod) pii 55 °C. Pfipouziti inkubace 1 hod
pii 55 °C s SDS a proteinasou K (koncentrace lysozymu 10 mg/ml), poskytovala nejlepsi
vysledky detekce specifického PCR produktu pro rod Lactobacillus (250 bp) [42] s pouzitim
DNA izolovanou pomoci magnetickych castic. PCR produkt pro rod Lactobacillus s delsi
dobou inkubace v hrubém lyzatu (3 hodiny) byl nejhuie detegovatelny. S postupnym
pribyvanim doby inkubace (18 hod) byla detekce lepsi nez po 3 hodinach inkubace, ale ne tak
dobra jako pfi inkubaci po dobu 1 hodiny.

7.4 Izolace DNA a spektrofotometrické stanoveni

DNA zesti probiotickych preparati (Zenflo, Linex® Forte, Probian, Nutra Bona,

GS Laktobacily Forte a Pangamin Bifi Plus) byla pfipravena dle optimalizovaného postupu:

Tablety (Zenflo, Linex Forte, Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte) byly sterilné
odebrany (kapsle) a tableta Pangamin Bifi Plus byla rozdrcena. K 1 g tabletového prachu bylo
ptidano 5 ml lyza¢niho roztoku B B [10 mM Tris HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0),
lysozym (10 mg/ml)] a vSe bylo dikladné resuspendovano. Vzorky byly inkubovany 3 hod pti
laboratorni teploté za obc¢asného promichani. K suspenzi (500 pl) bylo pfidano 25 ul 20 %
SDS, 5ul proteinasy K (100 pg/ml) a vSe bylo dikladné promichano. Vzorky byly
inkubovany 1hod pifi 55°C. DNA zhrubych lyzatd bunék byla izolovana pomoci
magnetickych nosicu.

Pro zjisténi koncentrace a Cistoty izolované DNA bylo provedeno méfeni
na NanoPhotometru. Cistota DNA byla vypocitana z poméru absorbanci Azgonm/Azsonm [51]
a pohybovala se v rozmezi od 1,48 do 2,00. Pokud se vysledna hodnota pohybuje v rozmezi
od 1,8 — 2,0 je DNA vhodna pro amplifikaci. Pfi hodnoté poméru absorbanci A2sonm/A280nm
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< 1,8 je DNA kontaminovana proteiny. [51] Po zméteni koncentrace byla DNA nafedéna
na 10 ng/ul a déle pouzita v polymerazové fetézové reakci.

7.5 Fenolova extrakce vs. magnetické nosice

Z testovanych izolaénich postupti byly vhodnéjsi magnetické castice [39] nez fenolova
extrakce. Tato skute¢nost mize byt zptisobena izolovanim mensiho mnoZstvi doprovodnych
latek, které mohou inhibovat detekei specifického PCR produktu.

Magnetické separacni techniky jsou jednou z moznosti, jak urychlit nebo usnadnit nékteré

beéZné pouzivané separacni a purifikacni techniky jakou je napt. fenolova extrakce. Vyuzivaji
velmi malé magnetické castice [38]. V naSem pripadé byly pouzity kizolaci DNA
z lyzatu bakterialnich bunék mikrocastice (P(HEMA-co-GMA), které byly pfipraveny na
Makromolekularnim ustavu Akademie véd CR v Praze [21, 39]. Magnetické &astice vykazuji
své magnetické vlastnosti jen v pfitomnosti vnéjSitho magnetick¢ého pole. Nevykazuji vSak
rezidudlni magnetismus a proto, pokud nejsou v bezprosttedni blizkosti magnetického pole,
vytvaii homogenni suspenzi [21, 38]. DNA byla s magnetickymi nosi¢i eluovana pies noc
(18 hod), poté byly nosice odseparovany a DNA byla jimana do Cisté ependorfovy zkumavky.

7.6 Doménové specificka PCR

V PCR pro doménu Bacteria byl detekovan specificky PCR produkt 466 bp [41] ve vSech
Sesti vzorcich. Bylo tim potvrzeno, Ze vSechny tablety obsahovaly bakterialni DNA
amplifikovanou v PCR. Amplifikace byly provadény jen s primery specifickymi
probakterialni rody a druhy deklarované vyrobcem.

7.7 Rodové a druhové specificka PCR pro rod Lactobacillus

V PCR pro rod Lactobacillus byl detekovan specificky PCR produkt 92 bp [41] u vSech
Sesti testovanych preparati (Zenflo, Linex® Forte, Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte
a Pangamin Bifi Plus). Byla tim potvrzena piitomnost bakterii rodu Lactobsacillus ve vSech
testovanych preparatech, coz souhlasi s tidaji deklarovanymi na obalu.

Dale byly provedeny 4 druhové specifické PCR pro druhy Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei a Lactobacillus plantarum [43].

Druh Lactobacillus acidophilus byl prokazan v tabletach Linex” Forte, Probian, Nutra
Bona, GS Laktobacily Forte a Pangamin Bifi Plus, coZ odpovidd deklarovanym udajim.
Pangamin Bifi Plus ma deklarované jen laktobacily a bifidobakterie. Pfitomnost bakterii
druhu Lactobacillus acidophilus byla v této tableté prokazana.

Druh Lactobacillus rhamnosus byl prokazan u tablet Probian a GS Laktobacily Forte.
Tim byla prokazéna jejich deklarace. U produktu Nutra Bona pfitomnost v naSich
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podminkach prokazéna nebyla. Zaroven byl testovan i Pangamin Bifi Plus, u kterého nebyla
ptitomnost bakterii druhu Lactobacillus rhamnosus prokazana. Nejniz§i mnoZstvi
Lactobacillus rhamnosus, které je mozné identifikovat v PCR je 50 pg (2,5-10* bungk)
z &eho? plyne, e Vv tableté mize byt < 2,5-10° bundk.

Druh Lactobacillus casei byl prokdzan u produktu GS Laktobacily Forte. Tim byla
prokazana jejich deklarace. Zaroven byl testovan i Pangamin Bifi Plus, ktery ma deklarované
jen laktobacily a bifidobakterie. Pritomnost bakterii druhu Lactobacillus casei nebyl v této
tableté prokazana.

Druh Lactobacillus plantarums nebyl prokazan u zadné =z testovanych tablet
které je mozné identifikovat v PCR je 50 pg (2,5-10% bungk) z &ehoz plyne, Ze v tableté miize
byt < 2,5-10 bunsk.

Specifické PCR produkty z probiotickych preparati pro druhy Lactobacillus nebyly vzdy
amplifikovany, i kdyz byl obsah téchto bakterii deklarovan na obalu. Miize to byt zpiisobeno

A4

které se amplifikuje v PCR za vzniku PCR produktti je uvedeno v Tabulce 38.

7.8 Rodové a druhové specifické PCR pro rod Bifidobacterium

V PCR pro rod Bifidobacterium byl detekovan specificky PCR produkt 523 bp [44]
uviech Sesti testovanych preparati (Zenflo, Linex® Forte, Probian, Nutra Bona,
GS Laktobacily Forte a Pangamin Bifi Plus).

Byla tim potvrzena pfitomnost bakterii rodu Bifidobacterium ve vSech testovanych
preparatech. V tabletach Zenflo neni pfitomnost bakterii pro rod Bifidobacterium deklarovana
na obalu, je deklarovana pifitomnost pouze pro druh Lactobacillus plantarum. I pies to, byla
piitomnost rodu Bifidobacterium prokazana.

Byly provedeny 4 druhové specifické PCR pro druhy Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum, [46] Bifidobacterium animalis [47].

Druh Bifidobacterium longum nebyl prokdzan v tabletich Probian, Nutra Bona
a GS Laktobacily Forte, coz neodpovida deklarovanym udajim. Zarovenn byl testovan
i Pangamin Bifi Plus, u kterého nebyla ptitomnost bakterii druhu Bifidobacterium longum
je 50 pg (2,5 10* bungk) z &ehoz plyne, Ze v testovanych tabletdch mize byt < 2,5- 10* bungk.

Druh Bifidobacterium infantis nebyl prokazan u tablety GS Laktobacily Forte,
coz neodpovida deklarovanym udajim. Zéaroven byl testovan i Pangamin Bifi Plus, u které¢ho
Bifidobacterium infantis, které je mozné identifikovat v PCR je 50 fg (2,5-10% bungk) z éehoz
plyne, Ze v testované tabletd mize byt < 2,5-10% bungk.

Druh Bifidobacterium bifidum nebyl prokazan u produktu Nutra Bona, coz neodpovida
deklarovanym udajim. Zaroven byl testovan iPangamin Bifi Plus, u kterého nebyla
pritomnost bakterii druhu Bifidobacterium bifidum prokdzana. Nejniz§i mnozstvi
Bifidobacterium bifidum, které je mozné identifikovat v PCR je 500 pg (2,5:10° bun&k)
z &eho? plyne, Ze v testované tableté miize byt < 2,5-10° bungk.
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Druh Bifidobacterium animalis byl prokdzan u testovanych tablet (Linex” Forte
a Pangamin Bifi Plus). U produktu Linex® Forte tim byla prokazana deklarace. Zaroved byl
testovan 1 Pangamin Bifi Plus, ktery ma deklarované jen laktobacily a bifidobakterie.
Pfitomnost bakterii druhu Bifidobacterium animalis byla prokazana i v této tableté.

Specifické PCR produkty z probiotickych preparati pro druhy Bifidobacterium nebyly
amplifikovany, i kdyz byl obsah téchto bakterii deklarovan na obalu. Miize to byt zpiisobeno

A4

které se amplifikuje v PCR za vzniku PCR je uvedeno v Tabulce 38.

7.9 Druhové specificka PCR pro Streptococcus thermophilus

Druh Streptococcus thermophilus nebyl prokazan u tablety GS Laktobacily Forte,
které je mozné identifikovat v PCR je 5 fg (25 bunék) z ¢ehoz plyne, Ze v testované tableté
mize byt < 25 bungk.

7.10 Celkové hodnoceni probiotickych preparatu

Celkové hodnoceni rodové specifické PCR a druhové specifické PCR je uvedeno
v Tabulce 38.

Druhové zastoupeni bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium a druhti deklarovanych
na obalu se v testovanych preparatech shoduje u vyrobkia Linex® Forte, Pangamin Bifi Plus
a Zenflo. U v8ech tfech byly potvrzeny deklarované rody i druhy.

U produktu Probian doslo k nesouladu u druhu Bifidobacterium longum, ktery nebyl
prokazan. Duvodem muze byt niz§i mnozstvi bunék, nez jsme schopni detekovat v PCR tedy
<2,5-10" bungk.

U produktu Nutra Bona doslo k nesouladu ve tech pfipadech a to u druhi Lactobacillus
rhamnosus (< 2,5-10* bungk), Bifidobacterium longum (< 2,5-10° bungk) a Bifidobacterium
infantis (< 2,5-10% bun&k), které nebyly prokazany.

U posledniho z testovanych probiotickych preparatl, tedy u GS Laktobacily Forte doslo
k odchylce u 4 druhi. Nebyly prokazany druhy Lactobacillus plantarum (< 2,5-10* bungk),
Bifidobacterium longum (< 2,5-10% bun&k), Bifidobacterium infantis (< 2,5-10% bungk)
a Streptococcus thermophilus (< 25 bungk).
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Tabulka 38: Shrnuti detekce PCR produktti a danych citlivosti

Lactobacillus L. casei L.acidophilus  L.rhamnosus L.plantarum  Bifidobacterium B.bifidum B. longum  B.animalis B. infantis S.thermophilus

500 pg 500 pg 50 pg 50 pg 50 pg 50 pg 500 pg 50 pg 5pg 50 fg 5fg
2,510°b  2,510°b  2,510*b 2,5:10*b 2,5:10*b 2,5:10*b 2,510°b  2,510*b  2,510°b  2,510°b 25 b

Vzorek

Linex Forte

Probian

Nutra Bona

GS
Laktobacily
Forte

Pangamin
Bifi Plus

- deklarovana a prokdzana pritomnost bakterif

- deklarovana a neprokazana piritomnost bakterii

- * na obalu deklarovany jen laktobacily a bifidobakterie / prokazana ,,+* nebo neprokazana ,,— ptitomnost bakterii
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8 ZAVER

8.1 Zpracovani tablety

Byl vypracovan postup pro izalace DNA z probiotickych preparatid. Postup lze shrnout
nasledovné:

Tablety (Zenflo, Linex Forte, Probian, Nutra Bona, GS Laktobacily Forte) byly sterilné
odebrany (kapsle) a tableta Pangamin Bifi Plus byla rozdrcena. K 1 g tabletového prachu bylo
ptidano 5 ml lyza¢niho roztoku B B [10 mM Tris HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0),
lysozym (10 mg/ml)] a vSe bylo dikladné rozsuspendovano.

Vzorky byly inkubovany 3 hod pii laboratorni teploté za obcasného promichani.
K suspenzi (500 ul) bylo ptidano 25 ul 20 % SDS, 5 ul proteinazy K (100 pug/ml) a vSe bylo
dukladné promichano. Vzorky byly inkubovany 1 hod pii 55 °C.

Nasledné byly hrubé lyzaty piecistény a 2 x zkoncentrovany. K 350 pl hrubého lyzatu bylo
ptidano 17 pl 3M octanu sodného a 920 ul etanolu (96 %). Vzorky byly ponechany 1 hod
pii-20 °C, poté 15 minut sto¢eny pii 15000 otackach. Supernatant byl slit a sediment byl
ponechan 20 min V exsikatoru. K sedimentu bylo pfidano 175 ul TE pufru. VSe bylo
povadéno zarovei v deseti eppendortkach pro ziskani vét§iho mnozstvi hrubého lyzatu bunék.

Z takto ptipravenych hrubych lyzati bunék (300 ul) byla provadéna izolace DNA
magnetickym nosi¢em. Vzorky byly uchovavany pii -20 °C, aby se piedeslo mozné degradaci
DNA.

8.2 Vysledky analyzy tablet na pritomnost probiotickych bakterii

V souladu s deklarovanym slozenim byly analyzovany vyrobky Linex® Forte, Pangamin
Bifi Plus a Zenflo. U vsech tfech byly potvrzeny deklarované rody i druhy.

U produktu Probian doslo k nesouladu u druhu Bifidobacterium longum, ktery nebyl
prokazan. Duvodem muiize byt niz$i mnozstvi bunék, nez jsme schopni detekovat v PCR tedy
<2,5-10" bungk.

U produktu Nutra Bona doslo k nesouladu ve tfech piipadech a to u druhti Lactobacillus
rhamnosus (< 2,5-10* bungk), Bifidobacterium longum (< 2,5-10° bungk) a Bifidobacterium
infantis (< 2,5-10% bungk), které nebyly prokazany.

U posledniho z testovanych probiotickych preparatd, tedy u GS Laktobacily Forte doslo
k odchylce u 4 druhii. Nebyly prokazany druhy Lactobacillus plantarum (< 2,5-10* bungk),
Bifidobacterium longum (< 2,5:10* bungk), Bifidobacterium infantis (< 2,5-10% bungk)
a Streptococcus thermophilus (< 25 bungk).
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AK aminokyselina

BMK  bakteriec mlé¢ného kvaSeni

bp par bazi (base pair)

CCM  Ceska sbirka mikroorganismti (Czech Collection Microorganismes)

CCDM Sbirka mlékatskych mikroorganismii Laktoflora (Czech Collection of Dairy
Microorganismes)

DNA  deoxyribonukleonova kyselina

dNTP  deoxynukleotidtrifosfat

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina

FCH  fakulta chemické

G+ C guanin a cytosin

GIT gastrointestinalni trakt

MRS  Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium)
PCR  polymerazova fetézova reakce

SDS  dodecylsulfat sodny

TBE  Tris-borat-EDTA

TE Tris-EDTA
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11 SEZNAM PRILOH

Priloha 1:
v" Poster

Vysledky byly publikovany na konferenci: XIV. Setkani biochemikii a molekularnich
biologii (20. —21. 4. 2010) ve form¢ posteru.
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