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ABSTRAKT

Probiotické bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou vyznamnou soucasti predevsim
fermentovanych mléénych vyrobka, farmaceutickych preparata a dopliika stravy. V soucasné
dobé se k rychlé a pfesné identifikaci bakterii vyuzivaji molekularn€ biologické metody
zalozené na amplifikaci DNA.

Cilem diplomové prace bylo nekultivacnimi postupy identifikovat bakterie rodu Lactobacillus
a druhu Lactobacillus acidophilus v komplexnich matricich celkem sedmi riznych dopliku
stravy. Celkova DNA byla izolovana z hrubych lyzatd buné€k ve vyrobcich s vyuzitim
magnetického nosi¢e P(HEMA-co-GMA). Amplifikovatelnost DNA byla ovéfena v PCR s
primery specifickymi pro doménu Bacteria. 1zolovand DNA byla dale amplifikovana s
pouzitim primert specifickych pro rod Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus s cilem
prokazat pfitomnost tohoto bakteridlniho rodu a druhu, jez jsou deklarovany wvyrobci.
Vysledky identifikace bakterii ziskané pomoci PCR byly porovnany s udaji deklarovanymi
vyrobci.

ABSTRACT

Probiotic lactic acid bacteria (LAB) are an important part of fermented dairy products,
pharmaceuticals and food supplements. At present, rapid and accurate identification of
bacteria is carried out using molecular biological methods based on DNA amplification.

The aim of the thesis was to identify by non-cultivation bacteria of genus Lactobacillus and
bacteria of species Lactobacillus acidophilus in complex matrices at total of seven different
food supplements. Total DNA was isolated from crude cell lysates using magnetic carrier
P(HEMA-co-GMA). Amplificability of DNA was verified by PCR using primers specific for
the domain Bacteria. In next step isolated DNA was amplified using primers specific for the
genus Lactobacillus and species Lactobacillus acidophilus to demonstrate the presence of this
bacterial genus and species declared by the producers. The results of bacteria identification
obtained by PCR were compared with declared specification given by the producers.

KLICOVA SLOVA

Probiotika, Lactobacillus acidophilus, izolace DNA, magnetické castice, polymerazova
fetézova reakce

KEYWORDS

Probiotics, Lacobacillus acidophilus, DNA isolation, magnetic microspheres, polymerase
chain reaction
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1  UVOD

Bakterie mlééného kvaSeni (BMK) a bifidobakterie jsou pfirozenou soucasti
gastrointestinalniho traktu cloveéka. Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které pokud jsou
aplikovany v pifiméfeném mnozstvi, priznivé ovliviiuji zdravotni stav hostitele. Mezi
nejvyznamnéj§i probiotické bakterie patfi zejména nékteré druhy rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium. Vyznacuji se prospéSnymi ucinky na zdravi. Zahrnuji pozitivni ovlivnéni
sttevni mikroflory, antikarcinogenni ucinky, protizanétlivé ucinky, regulace mnozstvi
krevniho cholesterolu, prevence proti potravinovym alergiim, aj.

Vyznamna pozornost je veénovana uplatnéni BMK a bifidobakterii komercné v
potravinafském prumyslu a farmaceutickém prumyslu. Jiz od davné minulosti jsou uvedené
mikroorganismy vyuzivany pro své prospesné vlastnosti pii vyrobé fermentovanych potravin,
jako jsou syry a jiné mlécné vyrobky, chléb a maso. Podili se na tvorbé charakteristické chuti,
vuné a prodluzuji trvanlivost fermentovanych produktd. Probiotické bakterie jsou rovnéz
vyznamnou soucasti dopliku stravy.

Na identifikaci bakterii jsou vyuzivany molekularné biologické metody, jez vyuzivaji
vSechny informace obsazené v genomu. Tyto metody se uplatiuji pii identifikaci BMK v
dopliicich stravy s cilem porovnat pritomnost detekovanych bakterii s udaji deklarovanymi
vyrobci.

10



2  TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie mlééného kvasSeni

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou heterogenni skupinou bakterii, jez maji podobné
metabolické vlastnosti [57]. Jejich hlavni charakteristikou je, ze fermentuji rizné druhy zivin
(cukrti) za vzniku kyseliny mlécné jako hlavniho ¢i jediného fermenta¢niho produktu. Pyruvat
je metabolizovan u BMK na laktat (viz Obrazek 1). Cilem této pfemény je soucasna piemeéna
redukovaného kofaktoru - NADH na formu, jez je schopna dehydrogenovat dal§i molekulu
substratu pfi glykolyze - NAD+ [75].

Obrazek 1: Schéma metabolické premény pyruvdtu u BMK [75]

Lactobacillus
Lactobacillus

(heterofermentativni)

Streptococcus
(homofermentativni)

Skupina BMK zahrnuje vétSinou nepohyblivé, nesporulujici, mikroaerofilni ¢i anaerobni
bakterie ve tvarech kokl nebo tyCinek. Z rodd do skupiny BMK patii: r. Aerococcus,
r. Alloiococcus, r. Atopobium, r. Carnobacterium, r. FEnterococcus, r. Lactobacillus,
r. Lactococcus, r. Leuconostoc, r. Oenococcus, r. Paralactobacillus, r. Pediococcus,
r. Streptococcus, t. Tetragenococcus, t. Vagococcus a r. Weissella. Na zakladé podobnych
biochemickych, fyziologickych a ekologickych vlastnosti a zpisobu pouziti v potravinarském
prumyslu do skupiny BMK byvaji zahrnovany i r. Bifidobacterium, r. Gardnerella, r.
Scardovia a r. Parascardovia, 1 kdyz fylogeneticky se fadi do kmene Actinobacteria [58].

vvvvvv

vyuzivaji jako startovaci kultury pfi vyrobé potravin, pfedevsim fermentovanych mléénych
vyrobkd [84, 42].
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Dle fermentacnich produktu se déli BMK na homofermentativni a heterofermentativni. Pfi
homofermentativnim mlécném kvaseni se tvori prakticky jediny produkt — kyselina mlécna
(90 %). Tomuto typu kvaseni podléhaji rtizné laktobacily i koky (napf. Streptococcus).
Glykolyzou vznikly pyruvat je redukovany pomoci redukovaného kofaktoru na laktat
(predevsim D-laktat) [75]. Homofermentativni mlécné bakterie jsou vyuzivany pro kvasnou
vyrobu kyseliny mlé¢né. Samovolné mlécné kvasSeni se uplatiiuje pti konzervaci zeli a okurek,
nebot' zabrafiuje rozvoji hnilobnych bakterii. Primarni vyuziti je pro rychlou produkci
kysanych mlécnych napoju (acidofilni mléko, kefir), syrd a podili se na vzniku pfichuti,
konzistenci a nutri¢ni hodnoté vyrobku [87].

Heterofermentativni mlééné bakterie neobsahuji glykolyticky enzym aldolazu, jez S§teépi
hexosa-1,6-bisfosfat na dva triosafosfaty [75]. Z toho divodu odbouravaji glukosu pomoci
pentosového cyklu a ¢asti glykolytického enzymu. Jen Cast glukosy se proto pfeméni na laktat
a ze zbytku se vytvoii ethanol a oxid uhlicity ¢i acetat a oxid uhlicity [87].

2.2 Probiotika

Pravdépodobné roku 1954 Ferdinand Vergin poprvé zavedl do literatury termin “probiotic”
[4]. Vychazi z feckého zakladu slov pro - pro a bios — zivot, “pro zZivot” [20]. Definice
probiotik byla formulovana a publikovana v kvétnu roku 2002 expertni komisi FAO (Food
and Agriculture Organisation) pii Svétové zdravotnické organizaci (FAO/WHO) a zni: “Zivé
mikroorganismy, které pokud jsou podavany v pfiméfenych mnozstvich, maji prokazatelné
pfiznivy vliv na zdravi hostitele/piijemce. [35]. Probiotika se fadi do skupiny funké&nich
potravin, které¢ kromé& prosté vyzivové hodnoty maji 1 pfiznivy ucinek na zdravi konzumenta
[76].

Probiotika zahrnuji nepatogenni a netoxigenni druhy bakterii [30, 72]. Jde o bioaktivni
substance nepatfici k zivinam [25], jez pfezivaji v potravinach a projdou zivé pres zaludek a
tenké stfevo vzhledem ke slozeni jejich bunécné stény a dalSim vlastnostem [30, 72]. V
dnesni dobé se testuje uzavieni probiotickych bunék pomoci enkapsulace do vhodného
obalového materialu (alginat sodny, hydroxypropyl celulésa), jez projde travicim traktem a k
rozpadu dojde az v misté pusobeni. Enkapsulace tak zvySuje stabilitu probiotickych bakterii
ve stieveé [9]. Prijimaji se bud’ ve formé tabletek (v lyofilizované form¢) nebo jako soucast
potravin (mlééné a fermentované produkty) [44]. Probiotické kmeny jsou vybirany podle
prospésnych vlastnosti a zamérné pridavany do potravin, doplikt stravy a farmaceutickych
preparat [83]. Probiotika by méla byt odolna vici antimikrobialnim latkam pouZzivanych v
klinicke praxi, neméla by vSak prenaset geny pro rezistenci na jiné bakterie [11].

Stafi, 1écba antibiotiky a potlaceni imunity muze pfispét k naruseni kolonizace prosp€$nou
bakterialni mikroflorou ve stievé [71]. Kolonizace stfeva prospéSnymi bakteriemi potlacuje
rast patogennich bakterii prostfednictvim konkurenc¢niho vylouceni a tvorbou organickych
kyselin (kyselina mlécna, kyselina octova, kyselina maselnd) a antimikrobialnich latek [17,
18, 48]. Rovnéz potlacuji piipadnou adhezi enteropatogennich a enterotoxigennich kment
jako Escherichia coli, Salmonella typhimurium, atd. [89]. Prospivaji tak traveni, vstiebavani
vitamin® a mineralnich latek, produkuji vitaminy skupiny B a vitamin K, vyznacuji se
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anticholesterolovou aktivitou tim, ze podporuji vylucovani zlu€ovych kyselin z organismu.
Déle udrzuji spravnou acidobazickou rovnovahu, poméahaji obnovit normalni stfevni
mikrofloru v obdobi rekonvalescence (po antibiotické a radiacni 1éCb€), pusobi
imunostimula¢né proti bakteridlnim infekcim a preventivné proti karcinomu kolorekta a
kvasinkovym infekcim, zlepSuji vyuziti laktdzy [26, 51, 43, 25, 85]. Probiotika rovnéz mohou
mit preventivni UCinek pfi vzniku alergii a muzou je dokonce i 1€Cit [45]. Experimenty
prokazaly, ze podavani probiotik miize zménit bakterialni enzymovou aktivitu. Po konzumaci
fermentovaného mlécného vyrobku obsahujici Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum, Streptococcus lactis a Streptococcus cremoris tiikrat denn€ po dobu tfi tydnt byly u
lidi prokazany nizsi fekalni koncentrace nitroreduktazy, azoreduktazy a B-glukuronidazy, na
rozdil od lidi, kterym byly podavany nefermentované mlécné produkty. VySe zminéné
enzymy jsou spojené s produkci karcinogent ve strevé [10].

Probiotickou kulturu je nezbytné piijmout v dostateéném mnozstvi pro kladné ovlivnéni
zdravi hostitele. Navrhovana mnoZstvi pro probiotické bakterie je v rozpdti 10°-107 cfu/g
(nebo ml) vyrobku [69]. Japonsti védci prokazali, ze k vyvolani zdravi prospésného efektu
postaci 1 nezivé mikroorganismy nebo pouze Cast jejich bunek [52]. Mlécné vyrobky (kysané
mléko, jogurt) jsou obvykle vyuzivany jako nositelé probiotickych kultur [17, 31, 53].

Funk¢nost probiotik je definovana jako vysledna vlastnost vyjadiujici efektivni ucinky a
pouzitelnost konkrétniho probiotického vyrobku. Vyroba probiotik se fidi predpisy pro
potraviny, nebot probiotikum nemé statut 1é¢iva a ani Evropsky organ pro bezpecnost
potravin (EFSA) probiotiku neschvalil zdravotni tvrzeni. Existuje doporuceny postup pro
vybér probiotickych bakterii pro pouziti v potravinach [60]:

1. Kmen identifikovat a charakterizovat pomoci fenotypovych a molekularné
biologickych metod na aroven rodu, druhu a kmene. Kmen je posléze ulozen v
mezinarodni sbirce mikroorganismda.

2. Otestovat funkéni charakteristiky pomoci in vitro testa a testd na zvifatech.

3. Prokazat bezpecnost kultury pomoci in vitro testi, pokusem na zvifatech a aplikaci
lidskym dobrovolnikiim. Musi byt vylou¢eny faktory patogenity.

4. Nasleduje vyroba probiotické potraviny se zohlednénim na technologické vlastnosti,
urcuji se podminky skladovani a koncentrace zivych buné€k v potraviné (dopliiku

stravy) [60].

K probiotickym mikroorganismim se fadi prevazné BMK a bifidobakterie. Byly vsak
popsany 1 jiné probiotické ¢i potencionalné probiotické mikroorganismy, napt. kvasinky ¢i
nekteré kmeny bakterii rodu Bacillus a Escherichia [52]. V Tabulce 1 jsou uvedeny jednotlivé
probiotické mikroorganismy.
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Tabulka 1: Probiotické mikroorganismy [87]

Druhy L. acidophilus, L. rhamnosus, L. gasseri, L. casei, L. reuteri, L.

Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus, L. plantarum, L. johnsonii, L. lactis

Druhy B. bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. adolescentis, B.

Bifidobacterium animalis

Ostatni druhy Bacillus cereus, Escherichia coli, Propionibacterium freundendsreichii,
Saccharomyces boulardii, Enterococcus faecalis, Streptococcus
thermophilus

2.2 Rod Lactobacillus

2.2.1 Charakteristika

Z potravinaiského a biotechnologického hlediska patti rod Lactobacillus mezi nejdilezitéjsi
predstavitele BMK [40, 75]. Jde o grampozitivni bakterie robustniho tyCinkového tvaru
tvorici fetizky nebo palisady. Na kultivacni pidé vytvaii kolonie [89]. Jsou fakultativné
anaerobni nebo mikroaerofilni (nizké koncentrace kysliku urychluji jejich rozmnozovani),
katalaza negativni, nesporulujici a nepohyblivé. Na vyzivu jsou velmi narocné. Dafi se jim na
bohatych komplexnich médiich [88, 21, 73, 75, 46]. Jako zdroj uhliku a energie potiebu;i
kromé sacharidi 1 nukleotidy, aminokyseliny a vitaminy a pro jejich rust je nutna kyselina
pantothenova a nikotinova. Navic pro rust heterofermentativnich laktobacill je dilezity
vitamin thiamin [86]. Bakterie rodu Lactobacillus davaji piednost mezofilnim a mirné
termofilnim teplotdm. Nekteré druhy jako Lactobacillus viridescens, Lactobacillus sake,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum rostou pomaleji pii nizkych teplotach
blizkych bodu mrazu, napt. na chladném mase [21]. Mnozi se pii hodnoté pH 5,5 — 6,5 [19].
Klesne-li pH pod 3,4 — 4,0, rust laktobacilt se zastavi [27, 86]. Pfevazné mnozstvi druha
Lactobacillus fermentuje glukosu a laktosu na laktat - odtud také pochazi nazev tohoto rodu
[89] Je-li jako zdroj uhliku pouzita pro rast téchto bakterii glukoza, nastavaji dvé moznosti:
bud’ se tvori ve vét§im mnozstvi (vice nez 85 %) kyselina mlé¢na — jde o homofermentativni
laktobacily (napt. druhy L. delbrueckii, L. acidophilus, L. plantarum), nebo se tvofi smes
kyseliny mlécné, oxidu uhlicitého, ethanolu, kyseliny octové a kyseliny mravenci — jde o
heterofermentativni laktobacily (napt. L. fermentum, L. brevis, L. buchneri) [75, 5].

Do skupiny rodu Lactobacillus se tfadi druhy, jez jsou soucasti pfirozené mikroflory ust,
gastrointestinalniho traktu a vaginy [89]. Dale se vyskytuje na travnatych porostech,
rostlinach, v obili a pudé [75] a v télech hmyzu [19]. Z dGvodu nizkého pH kyseliny mlécné,
jez potlacuje mnozeni hnilobnych bakterii, maji bakterie rodu Lactobacillus uplatnéni pii
konzervaci potravin, kvaSeni zeli a okurek. V mlékarenstvi ma Siroké vyuziti druh
Lactobacillus delbueckii ssp. bulgaricus pti vyrob€ jogurtu, Lactobacillus acidophilus pii
ptipravé acidofilniho mléka Ci Lactobacillus casei pii ptipravé syri [89]. Bakterie rodu
Lactobacillus se vyznacuji proteolytickou aktivitou a tvorbou aromatickych sloucenin,
bakteriocind a exopolysacharidi, jez jsou dulezité pro kvalitu a nutri¢ni hodnotu kone¢nych
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vyrobki a vyznamné rozSiruje spektrum biotechnologickych aplikaci. Nekolik studii
prokazalo vysoky potencial bakteriocini produkovanych laktobacily pro kontrolu rustu
patogennich mikroorganizmi v potravinach. Z tohoto hlediska jsou laktobacily produkujici
bakteriociny povazovany za ochranné kultury ve fermentovanych mléénych vyrobcich [41].
Prevazna vétSina druhd rodu Lactobacillus nalezi do skupiny bakterii obecné pokladanych za
bezpecné — tzv. GRAS (generaly regarded as safe) [66, 85]. AvSak né€které druhy laktobacila
zpusobuji vady v chuti ve vinafstvi, pivovarnictvi a drozd’arenstvi a vystupyji tedy jako
nezadouci kontaminace, jez vede ke ztratam vytéznosti [75].

2.2.2 Taxonomické zarazeni bakterii rodu Lactobacillus

Fylogeneticky se rod Lactobacillus tadi do:

o Doména: Bacteria

o Kmen: Firmicutes

o Trida: Bacilli

o Rad: Lactobacillales
o Celed: Lactobacillaceae
o Rod: Lactobacillus

Rod Lactobacillus byl popsany na zacatku 20. stoleti a dansky mikrobiolog Orla-Jensen ho
rozdélil na zakladé optimalni teploty rastu a fermentace glukdézy na tfi podrody
(Thermobacterium, Streptobacterium a Betabacterium) (viz Tabulka 2) [29].

Tabulka 2: Rozdéleni bakterii rodu Lactobacillus do tr'i podrodii [29]

Homofermentativni 45 °C
Homofermentativni 15 °C

heterofermentativni  Zadné vieobecné pravidlo

Diky molekularné-biologickym metodam se zjistilo, ze rozdéleni na tfi podrody neni
dostatecné presné [29]. Z tohoto divodu bylo podle vysledkii molekularné biologickych
metod vytvoreno nové Clenéni do tii skupin na zakladé jejich metabolismu a to je pouzivano
dodnes [58, 21, 73]. Dnes$ni rozdé€leni rodu Lactobacillus a jejich zastupci je nasledujici:

1. skupina: obligdtné homofermentativni laktobacily
Hexo6zy jsou fermentovany (> 90 %) na kyselinu mlé¢nou a naopak pentdzy a glukonat

fermentovany nejsou [21, 73]. Zastupci této skupiny jsou vyznamné pro vyrobu syru [28],
jogurtt a probiotickych napoju [74]. Neéktefi zastupci obligatn€ homofermentativnich
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laktobacill a jejich charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 3. Morfologie bunék dvou druha
je uvedena na Obrazku 2.

Zastupci: L. delbrueckii ssp. delbrueckii, L. delbrueckii ssp. lactis, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, L. acidophilus, L. helveticus, L. crispatus, L. gallinarum, L. gasseri, L. johnsonii,
L. salivarius, aj. [73].

Tabulka 3: Zastupci skupiny I: obligatné homofermentativni laktobacily [21]

Teplota ristu Prostiedi vyskytu

45 °C rostlinny material fermentovany pii vyssich
teplotach

45 °C jogurty a syry

45 °C kyselé mléko, syry, lisované kvasnice,
obilné zapary

45 °C kyselé mléko, tvrdé syry, ementalska kultura

45 °C gastrointestindlni trakt lidi a zvirat, dutina

ustni

45 °C dutina ustni a gastrointestindlni trakt lidi

15°C masné vyrobky, pekarensky kvas

15°C jable¢ny most a vino, hroznovy most

1L skupina: fakultativné heterofermentativni laktobacily

Hexo6zy jsou fermentovany (> 90 %) na kyselinu mlécnou ¢i na smés kyseliny mlécné,
octové, mravenCi a ethanolu a pentdzy jsou fermentovany pomoci indukovatelné
fosfoketolasy na kyselinu mléénou a octovou [21, 73]. Nektefi zastupci fakultativné
heterofermentativnich laktobacili a jejich charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 4.
Morfologie bunék druhu Lactabacillus plantarum je uvedena na Obréazku 3.

Zastupci: L. casei, L. plantarum, L. sakei, L. paracasei, L. curvatus, L. acetotolerans, L.
zeae, L. rhamnosus, aj. [73].
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Tabulka 4: Zdstupci skupiny II: fakultativné heterofermentativni laktobacily [21]

“ Teplota ristu Prostiedi vyskytu
L. alimentarius 15 °C marinované rybi produkty, masné produkty,
pekarensky kvas, tvofi acetonin
L. bavaricus (L. sake) 15 °C kysané zeli, fermentované zelné listy
L. casei ssp. casei 15°C-45°C  mlcko, syry. mlééne produkty, pekarensky kvas,
sildz, dutina ustni a gastrointestindlni trakt lidi
L. casei ssp. 15 °C viz vyge
pseudoplantarum
15°C-45°C viz e
15 °C viz vySe, pfeziva pasterizaci
L. curvatus 15 °C mléko, silaz, kravsky hniij, masné produkty,
pekarensky kvas
L. maltaromaticus 15 °C mlécné produkty, sildz, pekdrensky kvas, lidsky
gastrointestindlni trakt, dutina Gstni
15°C mléené produkty, siléz, pekdrensky kvas
L. sake (L. bavaricus) 15 °C masné produkty, pekarensky kvas

Obrazek 3: L. plantarum — morfologie bunék [2]

III. skupina: obligdtné heterofermentativni laktobacily

Pti fermentaci hex6z pouziva tato skupina jen drahu zavislou na fosfoketolaze [66]. Hexozy
jsou fermentovany na kyselinu mlé€nou a v men§im mnozstvi na kyselinu octovou, ethanol a
oxid uhli€ity a pentozy jsou fermentovany na kyselinu mlécnou a octovou [27, 73]. Nachazeji
se v gastrointestinalnim traktu nebo zrajicich syrech [66]. Bakterie III. skupiny se podili na
znehodnocovani potravin. Lactobacillus brevis se UcCastni kazeni citrusovych plodi, vina a
piva. Lactobacillus fructivirans, Lactobacillus brevis a Lactobacillus buchneri se podileji na
kazeni majonézy [21]. Neéktefi zastupci obligatné heterofermentativnich laktobacili a jejich
charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 5. Morfologie bunék dvou druha je uvedena na
Obrazku 4.

Zastupci: L. buchneri, L. fermentum, L. gastricus, L. parabuchneri, L. composti, L. brevis, L.
mucosae, aj.
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Tabulka 5: Zastupci skupiny I1: obligatné heterofermentativni laktobacily [21]

Teplota rustu Prostiedi vyskytu

L. bifermentas 15°C izolovany z holandskych syrii s malymi
trhlinami
L. brevis 15°C mléko, syry, pekarensky kvas, sildz, lidsky
gastrointestindlni trakt a dutina stni
L. buchneri 15°C mléko, syry, dutina ustni
L. confusus (Weissella 15 °C cukrova titina, mrkvova St'ava, prilezitostné
confusa) v syrovém mléku a slinaich
L. divergens 15°C vakuové balené chlazené maso
(Carnobacterium divergens)
L. fermentum 45 °C kvasnice, mlécné produkty, pekarensky
kvas, kravsky hnuj
L. fructivorans 15°C kazici se majonéza, salatové dresingy, kazici

se dezertni vina a aperitivy

L. halotolerans (Weissella 15°C masné produkty
halotolerans)

L. kandleri 15°C produkce slizu ze sacharozy
L. kefiri 15°C kefir
L. reuteri 45 °C masné produkty, lidské a zviteci fekalie

L. sanfranciscensis (syn. L. 15°C pekarensky kvas
sanfrancisco)

L. viridescens (Weissella 15°C nepiirozen¢ zbarvené masné produkty,
viridescens) pasterizované mléko

Obrazek 4: L. brevis [37] a L. fermentum [38] — morfologie bunék
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Na Obrazku 5 je znazornéno schéma fylogenetické struktury rodu Lactobacillus.

Obrazek 5: Schématické zndazornéni fylogenetické struktury r. Lactobacillus [83]

- M58806 Lactobacillus amylophilus
AM236149 Lactobacillus amylotrophicus
AY536083  Lactobacillus iners
AJ002515 Lactobacillus johnsonii
M58820 Lactobacillus gasseri
AJ272391 Lactobacillus psittaci
AF243176 Lactobacillus jensenii

Y18654 Lactobacillus fornicalis

M58823 Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis

AY050172 Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii

AY421720 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus . L ) h I

AY 421720 Lactobacillus delbrueckii ssp. indicus

M38801 Lactobacillus acetotolerans skupina Lb. acidophilus
Y17361 Lactobacillus amylolyticus

AJ306298 Lactobacillus hamsteri
AY253657 Lactobacillus kalixensis
- AJ306299 Lactobacillus intestinalis

X61141 Lactobacillus helveticus

AB186339 Lactobacillus kitasatonis

M58802 Lactobacillus acidophilus

AJ575259 L illus kefir i p. kefir

AJ575742 Lactobacillus kefiranofaciens ssp. kefirgranum
AJ242968 Lactobacillus gallinarum

AY675250 Lactobacillus helveticus ( L.“ suntoryeus*)
AY253660 Lactobacillus ultunensis

Y17362 Lactobacillus crispatus

M58805 Lactobacillus amylovorus

AY 700063 Lactobacillus amylovorus (L “sobrius*)
X61131 Lactobacillus oris

X76328 Lactobacillus reuteri

X76329 Lactobacillus pontis

AY253659 Lactobacillus antri

X94230 Lactobacillus panis

AF243177 Lactobacillus vaginalis

AJ250074 Lactobacillus frumenti

AF333975 Lactobacillus ingluviei k . Lb .
AF317702 Lactobacillus ingluviei (L “thermotolerans®)

AM411002 Lactobacillus secaliphilus S uplna . T a—ltal
AJ292530 Lactobacillus coleohominis

M58819 Lactobacillus fermentum

AF126738 Lactobacillus mucosae

AY253658 Lactobacillus gagtricus

DQ168028 Lactobacillus sliginis

AT564009 Lactobacillus rossiae

AY 733084 Lactobacillus oligofermentans

AJ575744 Lactobacillus suebicus

AJ621556 Lactobacillus vaccinostercus

AJ315640 Lactobacillus vaccinostercus (L“ durians*)

AB181950 Lactobacillus paracasei ssp. tolerans

D79212 Lactobacillus paracasei ssp. paracasel

AF469472  Lactobacillus casei ssp. casel ATCC 393"

DQO010418 Lactobacillus rhamnosus

D86516 Lactobacillus zeae

M58831 Lactobacillus sharpeae

AB257863 Lactobacillus thailandens's

AF413523 Lactobacillus pantheris . L .
AB257864 Lactobacillus camelliae asel
AF000162 Lactobacillus manihotivorans Skuplna b C
AJ576008 Lactobacillus rennini

TR AT ] s

M58809 Lactobacillus bifermentans
M58813 Lactobacillus coryformis ssp. coryformis
AJ575741 Lactobacillus coryformis ssp. torquens

AB063479 Lactobacillsu fuchuensis
AJ621550 Lactobacillus curvatus
AY204893 Lactobacillus sakei ssp. sakei
AJ621551 Lactobacillus graminis
AY204892 Lactobacillus sakei ssp. carnosus
AY204889 _ Lactobacillus sakel ssp. carnosus (L. curvatusssp. " melibious’)
AJ575743 Lactobacillus malefermentans
AB005893 Lactobacillus collinoides
AJT86665 Lactobacillus paracollinoides
AF093757 L illus plantarum (L. “ ari. is”)
AJ306297 Lactobacillus paraplantarum
AJ640078 Lactobacillus plantarum ssp. argentoratensis
D79210 Lactobacillus plantarum ssp. plantarum 1
by [oopacuspaaums. B skupina Lb. plantarum
AJ496791 Lactobacillus versmoldensis
AJ576006 Lactobacillus* tucceti
AY690834 Lactobacillus nantensis
M58804 Lactobacillus alimentarius
AF183558 Lactobacillus kimchi
AJ417500 Lactobacillus paralimentarius
M58817 Lactobacillus farciminis
AJ313530 Lactobacillus mindensis

1
]

4 I
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—— Y11374 Lactobacillus kunkeei
— AJ621552 Lactobacillus homohiochii
=1 X76330 Lactobacillus fructiovorans
_-i_': X76327 Lactobacillus sanfranciensis
X95421 Lactobacillus lindneri
r = AJ534844 Lactobacillus spicheri
. AM259118 Lactobacillus namurensis
r{ AJ632157.1 Lactobacillus zymae
1 Al6321581  Lactobacillus acidifarinae
[ — Ms8810 Lacabacilusbrev'
- AM158249 actobacillus parabrevis . .
"l AJ632219 Lactobacillus hammesii Skuplna Lb bUChna’I
= AJ631553 Lactobacillus kefiri
] AY026751 Lactobacillus parabuchneri ssp. parabuchneri
I l:i AF275311 Lactobacillus parabuchneri ssp. ferintoshensis (L. " ferintoshensis*)
M58811 Lactabacillus buchneri
L E— AB289097 Lactobacillus diolivorans
AY 026750 Lactobacillus parakefiri
= AB262734 Lactobacillus parafarraginis
- M58821 Lactobacillus hilgardii
{ - AB262731 Lactobacillus farraginis
o AB268118 Lactobacillus composti
| f D87679 Pediococcus dextrinicus
b AY683322 Lactobacillus concavus
- AB194126 Lactobacillus harbinensis :
Y19167 Lactobacillus perolens skupina Lb. perolens
AF049742 Paralactobacillus selangorensis
[ AF049745 Paralactobacillus selangorensis
r AJ305320 Pediococcus acidilactici
M= M58834 Pediococcus pentosaceus
| = AJ973157 Pediococcus stlesii
[' r DQ400914 Pediococcus ethanodurans . .
| - AY956788 Pediococcus cellicola Skuplna Paj, 0CoCccuUs
— D87678 Pediococcus damnosus
— D88528 Pediococcus parvulus
. A1271383 Pediococcus inopinatus
t— AB033209 Lactobacillus algidus
— M58824 Lactobacillus mali
— AB154519 Lactobacillus satsumensis
il AY681131 Lactobacillus vini
| AB370876 Lactobacillus nagelii
4 DQ5323489 Lactobacillus ghanensis
i AY255802 Lactobacillus saerimneri
 — AM292799 Lactobacillus ceti
. AB023836 Lactobacillus acidipiscis
[ L ansiso Lactobacillus acidipiscis (L. cypricasei*) . i i
' [ M58808 Lactobacillus aviariusssp. aviarius Skuplna Lb wl, varius
:[ L AB001837 Lactobacillus aviariusssp. araffinosus
| AB267406 Lactobacillus hayakitensis
"E AY 137587 Lactobacillus salivariusssp. salicinius
| AF089109 Lactobacillus salivariusssp. salivarius
‘__ Jm—— M58803 Lactobacillus agilis
— AB048833 Lactobacillus equi
— M58828 Lactobacillus ruminis
r AB370874 Lactobacillus apodemi
| - {- = M58826 Lactobacillus murinus
'l: M58807 Lactobacillus animalis
AJ621549 Lactobacillus catenaformis 1 Tn .
4:“ 23727 pactobact s celenalo skupina Lb. vitulinus

catenaformis

Druhy rodu Lactobacillus jsou schopny se adaptovat na rtizné zmény podminek a podle toho
tak menit 1 svj metabolismus. Tento fakt mize vést k vyznamnym rozdilim ve sloZeni
kone¢nych produktt fermentace [58].

Postupnym vyvojem a aplikaci molekularné-biologickych metod se dospélo k novému
pohledu na taxonomii rodu Lactobacillus, jez je nejvice heterogennim rodem mezi BMK.
Tato taxonomie je zalozena na obsahu G+C v DNA laktobacilti v rozmezi 33 — 55 % [5].

2.2.3 Druh Lactobacillus acidophilus

Nejvyznamnéjsim druhem laktobacili komenzalni mikroflory na mukdéznim povrchu epitelu v
intestinalnim traktu lidi a zvifat je Lactobacillus acidophilus [21]. Radi se do skupiny
obligatné homofermentativnich laktobacili a pozitivné pasobi na stfevni mikrofloru. Z tohoto
divodu ma vyznamnou roli v lidském zdravi a vyzivé [19]. Vyuziva se pfi mlékarenské
vyrobe€ jogurtd a acidofilniho mléka, ve zdravotnictvi a ve veterinarni mediciné [89]. Pro
obnoveni normalniho slozeni stfevni mikroflory po aplikaci antibiotik se vyuzivaji vyrobky s
obsahem Lactobacillus acidophilus [21]. Jde o pomérné robustni grampozitivni ty€inku, ktera
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Stépi glykogen epitelu na kyselinu mlé¢nou, ¢imz snizuje hodnotu pH na 4,5 a zabraruje tak v
usidleni patogennich organizmu [89].

2.3 Magnetické separacni techniky

Magnetické separace oddélujici magnetické Castice od nemagnetickych ze smési jsou v
biotechnologiich vyuzivany od 70. let minulého stoleti [67]. Magnetické Castice nachazeji
stale vetsi vyuziti v oblasti mediciny, biologie, chemie, biochemie, farmacie [63] a v ramci
molekularnich metod v genomové analyze [64]. Magnetické separacni techniky jsou
moznosti, jak urychlit ¢i usnadnit nékteré bézné separacni a purifikacni techniky izolace DNA
v kvalit¢ vhodné pro PCR [3, 56]. Na rozdil od jinych pouzivanych metod je totiz prace s
magnetickymi ¢asticemi rychld, jednoducha, citliva, bezpecna a vytézek DNA je vysoky a
dostatecné Cisty. Pfi pouziti magnetického nosi¢e neni potieba specialniho vybaveni a
usnadriuje automatizaci pii rutinni purifikaci [64]. Dulezita je zminka o menSi spotiebé
toxickych organickych rozpoustédel [56]

Magnetické nosi¢e vykazuji magnetické vlastnosti pouze v pfitomnosti vnéjS§iho
magnetického pole. Nevykazuji rezidudlni magnetismus, tzn. ze kdyz Castice nejsou v
bezprostiedni blizkosti magnetického pole, tak vytvaieji homogenni suspenzi (jsou tzv.
paramagnetické) [67]. Na svém povrchu obsahuji funk¢ni iontové skupiny, jez jsou silné€ ¢i
slabé zasadité nebo kyselé, dale obsahuji ligandy nebo chelaty prechodnych kovt ¢i vazanou
slozku pfislusného afinitniho paru. V pribéhu magnetické separace nastavaji rizné typy
interakci - nespecifické (vazby hydrofobni, iotnové ¢i vodikové) vazby a specifické afinitni
interakce (typu enzym-inhibitor, streptavidin-biotin, protilatka—antigen) [24].

Nejucinnéj§i Castice pro magnetickou separaci jsou castice monodisperzni. Maji jednotné
chemické a fyzikalni vlastnosti a v roztocich neagreguji tak snadno jako ¢astice polydisperzni.
V ptipadé tvaru se v praxi osvedcila forma kuli¢ek kvuli jejich vybornym hydrodynamickym
vlastnostem [24]. Podle zpusobu vyuziti se syntetizuji v raznych velikostech, i v nano nebo
mikro méftitku [64]. Velikost se upfednostiiuje v mikrometrech a mensi Castice tak maji vetsi
specificky povrch, kde dochazi k prichyceni funkénich skupin ¢i k imobilizaci biomolekul.
Prespfili§ malé Castice jsou méné vhodné, protoze muze dojit k znacnému oslabeni jejich
magnetické citlivosti [24]. Funkcni magnetickou castici tvori magnetické jadérko, ochranné
vrstvy a aktivni molekuly (specifické dle pouziti). Viz Obrazek 6.

Obrazek 6: Obecna stavba magnetické cdstice [6]

Magnetické jadérko —

Ochranna vrstva

Mezernik

Aktivni molekula (ligand)
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2.3.1 Magnetické neporézni ¢astice a jejich priprava

V ramci této prace byly k izolacim bakteridlnich DNA vyuzivany magnetické mikrocastice
Poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat) - P(HEMA-co-GMA) (viz
Obrazek 7). Jde o hydrofilni nosi¢, vykazujici netoxicitu, mechanickou stabilitu,
biokompatibilitu a neinterferuje s prostfedim[63]. Tyto magnetické neporézni mikrocastice
jsou pokryty karboxylovymi skupinami, jez reverzibilné adsorbuji DNA [65, 68]. K adsorpci
dochazi za podminek kondenzace DNA, coz umoziiuje navazat zaporn¢ nabitou DNA na
zaporné nabité karboxylové skupiny na povrchu nosice. Pro navozeni kondenzace DNA je
nezbytna piitomnost polyethylen glykolu (PEG 6000) a chloridu sodného [78]. Castice je
mozné pripravit disperzni kopolymerizaci 2-hydroxyethyl methakrylatu (HEMA) a glycidyl
methakrylatu (GMA) za ucasti koloidnich ¢astic magnetitu (Fe;O4) pokrytych kyselinou
olejovou. Oxidy musi byt obalené vhodnymi vysoko- ¢i nizko-molekulovymi slouceninami,
aby nedochazelo k nezadoucim nespecifickym interakcim s latkami v médiu [63].
Kopolymerizace je iniciovana dibenzoyl peroxidem a stabilizovan acetat-butyratem celulozy.
Hydroxylové skupiny mikrocastic se oxiduji 2% vodnym roztokem manganistanu draselného
v kyseling sirové [65].

Obrazek 7: Magnetické mikrocdstice P(HEMA-co-GMA) [34]

2.4 Identifikace bakterii mlééného kvaSeni

BMK je mozné prokazat kultivaéné na vhodnych médiich nebo nejnovéji molekularné-
genetickymi metodami [5, 78]. Identifikace BMK molekularné-genetickymi metodami je
zalozena na analyze DNA s vyuzitim amplifika¢nich metod.

2.4.1 Polymerazova retézova reakce

Nejvyuzivanéj§i amplifikacni metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase
chain reaction). Metoda probiha za podminek in vitro, tj. bez kultivace bunék [8]. Jeji pomoci
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muze byt jakakoliv nukleotidova sekvence obsazena v templatové DNA rychle a vysoce
selektivné namnozena. Jde o jednoduchou enzymatickou reakci, jez se opakuje 30 az 40 krat
béhem zhruba dvou hodin (54, 8) a cilovy fragment DNA se naamplifikuje milionkrat i
vickrat. PCR je v souCasné dobé velmi popularni metodou, pouziti ma v mnoha oblastech
genetického vyzkumu, naptiklad v diagnostice pfi analyze genetickych onemocnéni,
infek¢nich onemocnéni, pfi klonovani gena ¢i testovani otcovstvi, ve forenzni mediciné a
molekularni biotechnologii. PCR techniku objevil a uvedl do praxe Dr. Kary Mullis v roce
1983 a v roce 1993 ziskal za tento objev Nobelovu cenu za chemii [55, 8]. Samotny koncept
amplifikace DNA vsak byl poprvé navrzen v roce 1971 Har Gobind Khorana [61].

Vzhledem k vysoké citlivosti detekce se diky PCR muze zjistit pritomnost velmi malého
mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Diulezitou podminkou uspéchu je pouZiti
neporusen¢ho useku DNA [33].

DNA polymeraza se pfirozené vyskytuje v organismech a Ucastfiuje se procesu déleni v
buice, kde syntetizuje nové kopie DNA. Pro pouziti v amplifikacnich technikach byl enzym
nejprve izolovan z bakterie Escherichia coli. DNA polymeraza FEscherichia coli byla vysokou
teplotou (96 °C), jiz byla DNA polymeraza denaturovana, inaktivovana. Po kazdé denaturaci
musela byt DNA polymeraza doplnéna. Proces amplifikace byl tak malo ucinny, Casoveé
narocny a dochazelo k velkym spotifebam DNA polymerazy [61]. VySe zminéné problémy
byly vyfeSeny pouzitim termostabilni 7ag DNA polymerazy z Thermus aquaticus odolavajici
teplotam, pfi kterych DNA denaturuje. Syntéza DNA tak muze probihat opakované v prabéhu
[77].

2.4.2 Princip PCR

Podstatou PCR je tedy cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych fetézct vybranych
Gisekll templatové DNA ve sméru 5 — 3 prostiednictvim termostabilni DNA-polymerazy
[77]. Vysokou teplotou se nejprve denaturuje puivodné dvoufetézcova molekula DNA na
vlakna jednotetézcova [80]. Specifita reakce je zalozend na pouziti dvou vychozich kratkych
nukleotidovych sekvenci - primert, jez jsou hybridizovany do komplementarnich sekvenci
opacnych vlaken DNA [49] a musi rozeznat sekvence hrani¢nich usekd fragmenti, jez maji
byt amplifikovany [33]. Primery se tak paruji s vybranymi useky komplementarni DNA -
jeden primer je komplementarni k jednomu vlaknu DNA na zacatku amplifikovaného
fragmentu a druhy primer je komplementarni k druhému vlaknu DNA na konci
amplifikovaného fragmentu. Jelikoz primery jsou chemicky syntetizovany, PCR muze byt
aplikovana pouze pro amplifikaci DNA se znamou zacateni a koncovou nukleotidovou
sekvenci. DNA/primer heteroduplex je primarnim mistem pro nasednuti DNA polymerasy,
jez je zodpovédna za syntézu nového retézce DNA. DNA-polymerasa nasyntetizuje obvykle
az nekolik miliard kopii pozadované sekvence [8, 80]. Vyslednym produktem PCR jsou
amplikony, useky DNA definované délky o velikosti deset az tisic part bazi [78, 77]. Schéma
prubéhu PCR je uvedeno na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Prubéh PCR [62]
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2.4.3 Komponenty PCR
Reakéni smés (nejCastéji o objemu 25 — 100 pl) se sklada z nasledujicich slozek:

o Matrice DNA (DNA templat) - makromolekula DNA, podle niz se komplementarné
syntetizuji nové fetézce DNA. Ma cilova mista pro primery. Mnozstvi bakterialni
DNA, jez je ptidavana do reakce, je obvykle 10 az 1 ng.

o Oligonukleotidové primery - jsou piipravené chemickou syntézou a komplementarni

k templatové DNA, ktera je amplifikovana. Primery se vyznacuji sekvencéni specifitou.
Obvykle jsou primery slozeny z 18 — 30 nukleotidii a obsahuji 40 — 60 % GC bazi.
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Teplota tani primerd se pohybuje v rozmezi 55 — 65 °C. Primery nemaji byt navzajem
komplementarni, predevsim ne na 3 - konci, kde parovani dvou nebo tii bazi mize
vést ke vzniku dimera primerd, napi. pii nadbytku primert ve smési pro PCR. Nutna
koncentrace kazdého primeru pro jednu reakci je 0,1 — 0,5 uM. Aby PCR reakce
probéhla spravne, jsou zapotiebi spravné navrzené primery. Sekvence primerd musi
souhlasit se sekvencemi ohranicujici cilovy usek templatové DNA. Aby mohlo dojit k
hybridizaci, katzdy primer musi byt komplementarni ke svému templatovému vlaknu.
Co se tyka délky primeru, tak pfili§ kratke primery mizou hybridizovat i s jinymi
mistami a naopak pfili§ dlouhé primery jsou pii hybridizace velmi pomalé. Dal§im
nezbytnym krokem je spravné stanoveni teploty pfipojeni primerd (tzv. hybridizacni
teplota), jez je dulezita pro presnost reakce, a méla by byt zhruba stejna pro oba
primery. Pti nizké teploté¢ dochazi k nespravé hybridizaci a pii teploté prili§ vysoké k
hybridizaci nedochazi vibec. Idealni teplotu urCime z teploty tani hybridu mezi
primerem a templatem [7].

o DNA-polymerasa — je zodpovédna za syntézu nového fetézce DNA ve sméru 5’ — 3’
podle sekvence nukleotidd v komplementarnim fetézci DNA od 3 - konce primeru. V
pritomnosti hor¢iku ma rovnéz 5> — 3’ exonukleazovou aktivitu [12]. Jsou vyuzivany
razné termostabilni polymerasy, nejCastéji napt. 7ag DNA-polymerasa izolovana z
bakterie 7Thermus aquaticus.

o 2 -deoxynukleosid-5 -trifosfaty (ANTP) — (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — stavebni
kameny pro syntézu nové DNA. Optimalni koncetrace je 200 uM a toleran¢ni rozpéti
je 20 — 400 uM. Vyssi koncentrace dNTP (od 4 mM vyse) pusobi inhibi¢n€, nebot
vyvazuji hofe¢naté ionty (Mg”").

o Mg ionty — jsou dileZité pro aktivitu DNA-polymerasy. Koncentrace Mg®" musi byt
optimalizovana pro kazdou dvojici primert a DNA templatu. Nejcastéji se pouziva
koncentrace 1,5 mM Mg”*. Toleranéni rozpéti je 0,5 — 8 mM. Vyssi koncentrace iontd
snizuje specifitu PCR. Naopak u primert bohatych na G a C baze je pouziti vyssi
koncentrace Mg”* vhodng;ji.

o Pufr pro PCR - tvoti optimalni prostfedi pro DNA-polymerasu. Standardni reakcni
pufr obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3 — 8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,. Navic
muze jesté obsahovat acetamid, albumin, Zelatinu nebo Tween 20.

o Voda pro PCR - pouziva se na doplnéni smési pro PCR na zadouci objem.
Nejvhodnéjsi je voda s odporem 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4 [78].

2.4.4 Jednotlivé kroky v PCR
PCR probiha v pfistroji nazyvaném termocycler, kde se v zavislosti na teploté reakéni smési

pravidelné stfidaji tfi odlisné d€je s riznymi naroky na teplotu. Kroky se cyklicky opakuji, a
tim exponencialné vzrasta pocet kopii templatové DNA. Optimalni pocet cyklu je zavisly na
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vychozi koncentraci templatové DNA a nejCastéji se pohybuje v rozmezi 25 az 35 cykla.
Primerové sekvence a presné dodrzovani teploty ve vSech fazich cyklu maji zasadni vyznam
pii PCR [78, 7].

@)

2.4.5

DNA se nejprve smichd v mikrozkumavce se souborem komponent. Mikrozkumavka
se vlozi do termocycleru, kde se smés inkubuje pii raznych teplotach. Teploty se
stfidaji podle nastaveni programu.

Denaturace DNA: teplotni rozmezi je mezi 92 °C az 98 °C (optimum 95 °C). V
prubéhu denaturace jsou poruseny vodikové mustky, které k sobé pfipojuji dvé vlakna
dvouretézcové molekuly DNA a vznikaji jednofetézcové molekuly templatové DNA
[78, 7]. Pfed prvnim cyklem rekace je denaturace prodlouzena na 5 minut pro zvySeni
pravdépodobnosti, ze se dlouhé fetézce templatové DNA uplné oddéli [3].

Pripojeni primeru: ochlazeni na 50 az 60 °C, smés obsahuje nadbytek
oligonukleotidi (primert), které se rychle pfipojuji na specificka mista s
komplementarnimi sekvencemi k oddélenym fetézcim DNA. Nizka teplota snizuje
specifitu reakce, naopak vysoka teplota brani amplifikaci [78, 7, 3].

Syntéza nového retézce DNA: teplotni optimum pro 7aqg DNA polymerazu, ktera je
soucasti smesi, je 72 °C — 78 °C. Rychlost syntézy DNA je pii této teploté zhruba
2000 nukleotidti za minutu. 7ag DNA polymeraza se pfipoji k jednomu konci kazdého
z primertl a syntetizuje nova vlakna DNA komplementarni k templatovym molekulam
DNA. V poslednim cyklu se vétSinou prodluzuje doba kroku az na trojnasobek (az na
10 minut), aby byla upln¢ dokoncena amplifikace v§ech produkta [91, 78, 7].

ZvySeni teploty na 94 °C: molekuly dvoufetézcové DNA obsahuji jedno vlakno
ptvodni a druhé nové vlakno DNA denaturuje a zahajuje novy cyklus [78, 7].

Citlivost PCR

PCR je velmi citlivou metodou. Je proto dulezité se vyhnout kontaminaci jinymi molekulami
DNA, jez se muzou vyskytovat v laboratornim prostiedi (bakterie, viry, cizoroda DNA).
Michani reak¢ni smési se musi provadét ve specialnim boxu vyzafeném UV zafenim a je
nezbytné pracovat steriln€. Je zadouci oddé¢lit laboratof na sektory, v kterych se provadi
izolace DNA, priprava smési pro PCR a detekce produkti PCR. Pro odhaleni mozné
kontaminace musi byt vzdy provadéna pozitivni a negativni kontrola [3].
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2.4.6

25

Vyhody a nevyhody PCR

Vysoka specifita a citlivost — spolu s modernimi metodami izolace DNA umoziuje
PCR vysetfit jakykoli material, pricemz k analyze vétSinou postaci jen jedna nebo
nekolik molekul DNA.

Rychlost — amplifikace trva 3 az 4 hodiny (doba je zavisla na délce amplifikovaného
useku a na pozadovaném mnozstvi amplikonu).

Bezpecnost prace — neni potieba pouzivat radioaktivné znacené nukleotidy.

Navaznost na ostatni analyzy — produkty PCR je mozné vyuzit k dalsim molekularné
biologickym analyzam.

Dobra rozliSovaci schopnost — pouzitim PCR je mozné zpravidla amplifikovat 1 silné
degradovanou DNA (napf. ze starSich vzorkd, atd.)

Moznost automatizace — pouzivaji se cyclery, u nichz se zvoli vhodny program
(zadani teploty, Casu, pocet jednotlivych cykli), a posléze se necha probéhnout reakce
bez osobni asistencie [32].

Délka amplifikovaného useku — pouzitim PCR se nedaji amplifikovat dlouhé
sekvence DNA

Nutnost znalosti sekvenci ohranicujici amplifikovany usek — pro vhodné vybrani
primert

Nepresnost replikace — v pribéhu syntézy DNA muze dojit k chybnému zarazeni
nukleotidi a tim k mutaci, jez bude pii naslednych cyklech PCR pienesena i do nove
vznikajicich amplikond.

MoZnost kontaminace cizorodou DNA - zpusobuje komplikace predevsim pfi
analyzach, kdy analyzovana DNA muze byt kontaminovana jinou DNA z okolniho
prostiedi.

Kvantitativni  stanoveni amplifikovaného produktu — kvantitativni stanoveni
umoziuje zavedené nekterych modernich modifikaci jako kvantitativni PCR (Real-
time PCR) [32].

Detekce produktu PCR

Mezi nejpouzivanéjsi metody prukazu produkti PCR patii elektroforéza v agar6zovém gelu

[7].
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2.5.1 Detekce produkti PCR pomoci agaréozové gelové elektroforézy

PCR umoziuje identifikaci jedné kopie DNA ve vzorku tak, ze tuto sekvenci namnozi do té
miry, ze ji po separaci gelovou elektroforézou na agaroze a obarvenim mizeme detegovat [8].
Touto metodou je mozné detekovat velmi malé mnozstvi DNA — u bakterii v fadu fg [33].
Velikost produktu PCR je srovnavana se standardem DNA (DNA zebiicek), jez obsahuje
DNA fragmenty se znamou velikosti [3].

Gelova elektroforéza je separacni technika zalozena na migraci iontd a jinych nabitych
molekul v elektrickém poli (viz Obrazek 9). Rychlost pohybu molekuly je pfimo umérna
intenzit¢ vkladaného elektrického pole a celkovému naboji molekuly [78]. DNA a jiné
nukleové kyseliny obsahuji fosfatové skupiny a diky jejich negativnimu naboji se DNA
pohybuje v jednosmérném elektrickém poli smérem ke kladné elektrodé - anodé [8, 78]. Pii
déleni na nosici se kromé elektrostatickych sil vyuziva i sitového efektu, ¢imz se rozdéli latky
se stejnym nabojem, ale raznou velikosti molekuly [78], pfiCemz ¢im je molekula mensi, tim
rychleji se gelem pohybuje [7]. Delsi fragmenty DNA jsou hustym gelem zpomalovany. Po
urcitém case se fragmenty v gelu rozdéli podle velikosti [8].

Obrdazek 9: Schématické zndzornéni elektroforetické vany [16]

vzorek DNA

Pro viditelnost DNA na gelu je nutné ji néjakym zpisobem oznacit. Citlivou metodou detekce
je smichani DNA s interkalacnim ¢inidlem (napf. ethidium bromid), které po navazani na
DNA fluoreskuje v UV svétle (260-360 nm) [3, 8]. V soucasnosti se v mnohych laboratofich
pouzivaji nemutagenni barviva [7].

28



3 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo zaprvé izolovat DNA v kvalité vhodné pro PCR z komplexnich
matric sedmi doplikt stravy a zadruhé pomoci PCR identifikovat DNA bakterii rodu
Lactobacillus a druhu Lactobacillus acidophilus

Soucasti prace bylo:

o Izolace celkové DNA z hrubych lyzath bunék sedmi komplexnich matric doplika
stravy pomoci magnetickych nosica.

o Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA.

o Oveéfeni amplifikovatelnosti izolované DNA pomoci PCR specifickou pro doménu
Bacteria.

o Identifikace rodu Lactobacillus a druhu Lactobacillus acidophilus deklarovanych ve
vyrobcich pomoci rodové a druhove specifickych PCR.

o Porovnat vysledky identifikace mikroorganismu s udaji deklarovanymi vyrobci.
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4 MATERIAL

4.1 Testované komplexni matrice dopliku stravy a jejich sloZeni

Bylo testovano sedm dopliikt stravy s probiotickym uc¢inkem. Jejich charakteristiky, vyrobci
a deklarované slozeni je uvedené v Tabulce 6-12. Dopliiky stravy jsou ve formé kapsli a byly
zakoupeny v komer¢ni siti. Byly vybrany takové vyrobky, jez obsahuji druh Lactobacillus

acidophilus.

1. APO-Lactobacillus 10+

DOPLNEK STRAVY

APOTEX [CR) vinuje 2 kaldeha &

Stodent: 1 kapsie ohsatupe Lactobacius (Lactobackks cises
{28%), Lactobacus thamnosus (A0%), Lactobaohus
acdophius (159), Lactobacilus plantarum (10%],
Bifidotucterm breve (109), Lactocooous lactis ssp. lactis
[5%)5 hermephils (%) 8
longum (39), Bidobactenum bifidum (23], Lactobacius
Fermentum (298]), Vaconum macrocarpen - brusekov extrakt
{100 mg), iktockgosachandy, steacan hofednaty, kyseina
askorbové. Kagrsie je siolena 52 delatiny restimnéhe plvedu
avody
Dévkoviak: 1 kapsle 1x derrd, Nepleiratujte doporutency
derwid dévia
Upozomini: Lidicete mma dosah 0], Vyrobek rerd wten
£ro it do 3 let. Skdadufe v sixhu phi tepiott 8 - 22 °C
Wrabae nendi za fpatné skladoviel. Nenl urtena jaks
ndhrada pestré stravy, Mol trvaskvost do data uvede.
néha na bkstru 2 spodad strand kratitky.
Predstavseme pdeinoy inminan 10 probietickyeh

ke v pottu 12 milland mikroorganismi v jedné kapsk,

nesen v kombinan probictdith
Imend a eatrakdu ¢ brusned, o
ale i v pfitomnost phidanch
fritoolgosathandd,

eteré 50 Svno pldo pro
probotices baktene.

Utinky:

® pod sz 3 obnove 3 hamonzad stfewnl 3 vagndin
mizofitry - ranstené stresem, nevhodnym stravovinim,
\ibou antibicticy, themateraptutiy 3 hormony

® o podpary plimzeéd drnostl mmondnio Systémy

@ udrhfe ronOvAiny stav tridcho traksu (eudaktentn) -
napamahd pf batmych | cestovnich primech;, nackieving
Tevhie sravieinost potravy a vstlehdviel Inin 3 vitamind

prodaného baleni \ 2 Fopelofeh 106 g aryokin s Wishal: liatdlob.C
—— — EEm—
Tabulka 6: Deklarované sloZeni dopliku stravy — 1. APO-Lactobacillus 10+
C. | Niazev | Vyrobee Slozeni Deklar. Pridatné latky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace
1 Profarma — | Lactobacillus casei 28 % Vaccinum macrocarpon 28.02.2013
g Produkt, Lactobacillus rhamnosus 20 % - brusinkovy extrakt (100mg),
: s.r.0., Lactobacillus acidophilus | 15 % fruktooligosacharidy,
% Jablonec n. | Lactobacillus plantarum 10 % stearan hofecnaty,
_§ Nisou. Bifidobacterium breve 10 % vitamin C (2,08 mg),
g V licenci Lactococcus lactis ssp. 5% zelatina rostlinného puivodu,
$ In.ovo . lactis voda
S Biologic, Streptococcus thermophilus | 5 %
% Canada. Bifidobacterium longum 3%
~ Bifidobacterium bifidum | 2 %
Lactobacillus fermentum 2 %
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2. APO-Lactobacillus 10+

Slazeni: 1kapsle obsahuje Lactobacillus (Lactobacil- P kombinaci 10
lus casel (28%), Lactobacillus rhamnosus (20%), kmend v puém 12 miliard mikroorganisma v Aedné |
‘ Lactobacillus (15%), L kaps, © 100 mg extraktu z brusinek. !
plantarum (10%), Bifidobacterium breve (10%), ~prednosti tohoto Fedeni spodivali nejen v kombinach
| Lactocacous lactis ssp. lactis (5%), Streptacaccus probiotickjeh kmend & extrakty 2 hrusmek ale i ,,
| thermophillus (5%), Bifidobacterium longum (3%), i pridanych idd), |
Bifidobacterium  bifidum  (2%), L {sou Fvnou pldou pru probiotické uamne
fermentum  (2%)), Vaccinum macrocarpon -
brusinkovy extrakt (100 mg), fruk:cohgusacnandy
stearan hofefnaty, vitamin C 2,08 mg (26%
doporutend denni davky). Kapsle \c slofena z¢
Zelatiny rostiinného plvodu a vody.
Dévkovani: 1 kapsle 1x denné. Nepfekrabujte
doporutenou dennl dévku.
Upozoméni: Uklddejte mimo dosah deti. Wrobek
neni uréen pro déti do 3 let. Skladujte v suchu pfi
teploté do 25 °C. Neuzivat pfi zndmé precitivélosti na S
nékterou 28 sloZek produktu. Nenl urfeno jako
néhrada pestré stravy. Minim4ini trvanlivost do data
uvedenéhe na blistru a spodni strané krabicky.

APOTEX (ER) vénuje z kazdého Kole#ko APC

prodaného baleni pro nednini fond AGUARGING ARNERICE

Tabulka 7: Deklarované sloZeni dopliku stravy — 2. APO-Lactobacillus 10+

C. | Nizev | Vyrobce Slozeni Deklar. Priidatné litky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace

2 Profarma — | Lactobacillus casei 28 % Vaccinum macrocarpon 11.01.2013

§ Produkt, Lactobacillus rhamnosus 20 % - brusinkovy extrakt (100

- s10., Lactobacillus acidophilus | 15 % mg).

§ Jablonec n. | Lactobacillus plantarum 10 % fruktooligosacharidy,

_§ Nisou. Bifidobacterium breve 10 % stearan hofecnaty,

% V licenci Lactococcus lactis ssp. 5% vitamin C (2.08 mg),

3 Inovo lactis zelatina rostlinného piivodu,

S Biologic Streptococcus thermophilus | 5 % voda

% (Canada) Bifidobacterium longum 3%

o~

Bifidobacterium bifidum 2%

Lactobacillus fermentum 2%
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3. Probiotika

]

!‘;!H

. c8Er0sNdedcee! 8

Tabulka 8: Deklarované slozeni dopliku stravy - Probiotika

C. | Nazev | Vyrobce Slozeni Deklar. Pridatné litky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace
3 Dietplus Lactobacillus acidophilus, | 100 mg Inulin, 23.04.2013
(USA) Bifidobacterium bifidum, L-askorbova kyselina,
= Enterococcus Faecum Echinacea purpurea,
§ maltodextrin,
:§ kyselina stearova
é (zvlh¢ovalo),
oxid kiemicity
(protispékava latka),
zelatina
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4. Laktobacily “5”

N g P,

L z
LAKTOBAGILY 2 o |5 STRAN
: % B QEOCHILUS Y

-L“ L .. Ssmum?wm @
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Tabulka 9: Deklarované slozeni dopliku stravy — Laktobacily “5”

C. | Nazev | Vyrobce Slozeni Deklar. Pridatné litky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace
4 Swiss Lactobacillus rhamnosus 55 % Maltodextrin, 10/2012
Herbal HA-111 rostlinn kapsle,
fﬁ Remedies Bifidobacterium breve 20 % enterosolventni povlak,
g Ltd., HA-129 protispékava latka (stearat
g Kanada Lactobacillus casei 15% kofecnaty),
S HA-108 stabilizator (pektin),
g Lacobacillus acidophilus | 5% antioxidant (kys. Askorbova)
~ HA-122
Bifidobacterium longum 5%
HA-135
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5. Acidophilus
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Tabulka 10: Deklarované sloZeni dopliku stravy - Acidophilus

C. | Nazev | Vyrobce Slozeni Deklar. Pridatné litky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace
5 Nature's Lactobacillus acidophilus | 10 Ryzovy prasek, 28.02.2013
§ Bounty mg/tob. Zelatina,
§ (USA) maltodextrin,
% latka protispékava (oxid
< titanigity),

stearat hotre¢naty
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6. Lactobacillus acidophilus

Tabulka 11: Deklarované sloZeni doplitku stravy — Lactobacillus acidophilus

C. | Nazev | Vyrobce Slozeni Deklar. Pridatné litky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace
6 @ Institut Lactobacillus acidophilus | 2 miliardy | Lakt6za, 20.02.2013
§ § Rosell Inc., Lactobacillus rhamnosus CFU/tob. stearan hotecnaty,
§ ~§ Montreal, kyselina askorbova
~ ¥ | Kanada

35



7. Lactobacillus acidophilus

clly, Uginky: harmonizue
obenyschopnost - arganismu
libictik, podporuje zazhvani
Kophilus 1x107, brambarow
##tn0vi kapde Doporugené
Xdennd. Détiod 3 let 1 kapsli 2%
Vysypat do Jidla ¢ rekutiny.
P it o 3 et Neplekratujte
neni urten jako nahrada
dosah d&if. Skladujte v suchu
hovivaty chiady
S K& Wedeno na vitky

Hmatnost obsahu /
Hmotnosf obsahu
09 £5%
w‘"’r
2 fi
049 (444

Tabulka 12: Deklarované sloZeni doplitku stravy — Lactobacillus acidophilus

C. | Nazev | Vyrobce Slozeni Deklar. Pridatné litky Datum
(probiotické bakterie) | mnozstvi expirace

Mediate Lactobacillus acidophilus 1x10° Bramborovy $krob, 08/2012
s.ro., CR inulin,

Apotheke stearan hotecnaty,

Lactobacillus
acidophilus

Zelatinova kapsle

4.2 Pouzité bakterialni kultury a jejich DNA

Pii praci byl pouzivan bakterialni kmen Lactobacillus acidophilus CCM 4833, DNA
izolovana z tohoto kmene slouzila jako pozitivni kontrola pro jednotlivé PCR a pro stanoveni
citlivosti amplifikaci. Pochazi z Ceské sbirky mikroorganisma v Brné.

4.3 Chemikalie a roztoky

K ptipraveé médii a roztokt byly pouzity tyto chemikalie:
o Agardza pro DNA elektroforézu [Top-Bio, Praha, CR]
o Agardza pro PCR [Top-Bio, Praha, CR]
o Destilovana voda [FCH VUT Brno, CR]

o DNA standard (100 bp) [Malamité, Moravské prusy, CR]
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o Ethanol [Lachema, Brno, CR]

o Ethidium bromid (5 mg/ml) (EtBr) [Sigma, St. Louis, USA]

o Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) [Serva, Heidelberg, SRN]
o Fenol [Lachema, Brno, CR]

o Hydroxid sodny [Lachema, Brno, CR]

o Chloroform [Lachema, Brno, CR]

o Izoamylalkohol [Lachema, Brno, CR]

o Kyselina borita [Lachema, Brno, CR]

o Kyselina chlorovodikova [Lachema, Brno, CR]

o Lysozym [Serva, Heidelberg, SRN]

o Octan sodny [Lachema, Brno, CR]

o PCR voda — voda pro injekce CSL 4 [Biotika, Slovenska Lup&a, SR]

o Proteinaza K [Sigma, St. Louis, USA]

o RNaza A [Reanal, Budapest, Mad’arsko]

o SDS - Dodecylsulfat sodny [Sigma, St. Louis, USA]

o Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) [Amresco, Solon, USA]
o Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI) [Amresco, Solon, USA]
o Vkladaci pufr pro PCR Yellow load [Top-Bio, Praha, CR]

o Vkladaci pufr pro PCR Red load [Top-Bio, Praha, CR]

4.3.1 Roztoky pro lyzi bunék, izolaci DNA a jeji purifikaci

Nasledujici postupy jsou pievzaty z navodd skript k laboratornim cviGenim (Spanova, Rittich,
2010).

o EDTA (0,5 M, pH 8) — do destilované vody (800 ml) se kvantitativné ptidalo EDTA
(202,2 g) pii stalém michani magnetickou michackou. pH bylo upraveno na hodnotu
8,0 pfidanim NaOH. Roztok byl doplnény destilovanou vodou na objem 1000 ml
a nasledné sterilizovany v autoklavu (121 °C, 15 min).
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4.3.2

Tris-HCI (1 M, pH 7,8) — v destilované vodé (80 ml) byla rozpusténa Tri-base
(12,1 g). pH bylo upraveno pomoci koncentrované HCI. Nasledné€ byl roztok doplnén
destilovanou vodou na 100 ml a nechal se sterilizovat v autoklavu (121 °C, 15 min).

Lyzacni roztok A — 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0)

Lyzacéni roztok B — 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lysozym
(3 mg/ml)

CIZ — smés chloroformu a izoamylalkoholu (24:1)
TE pufr — 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM EDTA (pH 8,0)

SDS (20 %) — ve sterilni destilované vodé (80 ml) bylo rozpusténo SDS (20 g). V
ptipadé pomalého rozpusténi byl roztok zahian na 68 °C. pH bylo upraveno na
hodnotu 7 koncentrovanou HCl. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem
100 ml a nebyl sterilizovan.

Proteindza K — (1 mg/ml, 100 pg/ml) na analytickych vahach bylo navazeno piislusné
mnozstvi (10 mg, 1 mg) a doplnéno destilovanou vodou na objem 10 ml. Teplota
uchovavani proteinazy K je -20 °C.

Fenol (pH 7,8) - destilovany fenol nasyceny v TE pufru.

Octan sodny (3 M, pH 5,2), v destilované vodeé (800 ml) byl rozpustén trihydrat
octanu sodného (408,1 g). pH bylo upraveno na hodnotu 5,2 pomoci ledové kyseliny
octové. Nasledné bylo doplnéno destilovanou vodou na objem 1000 ml a sterilizovano
autoklavovanim (121 °C, 15 min).

Ethanol — 96%

PCR komponenty
PCR voda —voda pro injekce CSL 4 [Biotika, Slovenska Lupéa, SR]

PCR kompletni pufr — reak¢ni pufr 10x PCR Blue Buffer (s obsahem MgCl,) pro Taq
DNA polymerazu 1.1 [Top-Bio, Praha, CR]

PCR pufr bez MgCl; — reakéni pufr 10 PCR Blue Buffer (bez MgCl,) pro Tag DNA
polymerazu 1.1 [Top-Bio, Praha, CR]

MgCl; (25mM) [Top-Bio, Praha, CR]

dNTP smés (10 mM) [Top-Bio, Praha, CR]
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o primery (10 pmol/ul) [Oligo-Biotech, Hradec Kralové, CR]; seznam viech pouZitych

primerd je uveden v Tabulce 13.

o Taq DNA polymerdza 1.1 (1U/pl) [Top-Bio, Praha, CR]

Tabulka 13: Seznam pouZitych primerii

Specifita primeru Nazev Teplota Velikost Reference
primeru hybridizace (°C) | produktu PCR
(bp)
Doména Bacteria R eub, F eub |55 466 [22]
Rod Lactobacillus LbLMAIl-rev, |55 250 [15]
R-16-1
Druh Lacobacillus Aci16SI, 16SII | 58 800 [90]
acidophilus

4.3.3 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

o 5 x TBE pufr — rozpustit Tri-base (54 g) a kyselinu boritou (27,5 g) v destilované
vode (600 ml); pfidat 0,5 M EDTA (pH 8) (20 ml) a pH upravit na 8 pomoci NaOH
(1 N); doplnit do 1000 ml pomoci destilované vody. Takto pfipraveny zasobni roztok
se pred pouzitim 10 x fedi pomoci destilované vody na konecnou koncentraci 45 mM
Tris, 45 mM kyselina boritd a 1 mM EDTA

o Agarozovy gel (1,8 %) — rozvafit agarozu (1,8 g) v 0,5 x koncentrovaném TBE pufru

(100 ml)

o vklddaci PCR pufr Yellow load [Top-Bio, Praha, CR]

o DNA standard pouZivany pii agarozové gelové elektroforéze - 100 bp zebficek
(ladder) [Malamité, Moravské Prusy, CR] obsahujici fragmenty DNA o velikosti: 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp. (viz Obrazek 10)
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Obrazek 10: Fragmenty DNA ve standardu (100 bp Zebricek) po rozdéleni na agardzové
gelové elektroforéze (1,5% gel, 0,5x TBE pufr)

1500 bp

1000 bp

500 bp

100 bp

o Ethidium bromid (0,5 pg/ml) — roztok ethidium bromidu (2,5 mg/ml) (100 pl) rozfedit
ve sterilni destilované vodé (500 ml)

4.4 Magnetické nosice pro izolaci bakterialni DNA

V pribéhu prace byly vyuzivany magnetické Castice (P(HEMA-co-GMA)) — poly-(2-
hydroxyethylmetakrylat-co-glycidyl metakrylat) (1:1) (Fkol 1350x) s navazanymi
karboxylovymi skupinami. Magnetické nosi¢e byly pfipraveny na Ustavu makromolekularni
chemie Akademie vé&d CR v Praze [Ing. D. Hordk, Csc., UMCHAV CR, Prahal.
Charakteristiky magnetického nosice jsou uvedeny v Tabulce 14.

Tabulka 14: Charakteristiky magnetického nosice

P(HEMA-co-GMA)-COOH

Primeér castice 2,2 um

Obsah -COOH 2,6 %

Obsah Fe 6,5 %

4.5 Pristroje a pomtucky
o Analytické vahy
o Centrifuga [Eppendorf AG, Hamburg, Némecko]

o Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 [Eppendorf, Hamburg, Némecko]
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Digitalni fotoaparat

Exikator typ N 86 KN.18 [KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN]
Laboratorni vahy B0430 [Ohaus, USA]

Magneticky separator Invitrogen Dynal AS [Dynal Biotech, Oslo, Norsko]

Mikropipety Discovery HTL (objem 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl) [PZ HTL, VarSava,
Polsko]

Mikrovlna trouba SMW 5020 [Sencor, CR]

Minicentrifuga C1301 [Labnet international, Inc., USA]
Minicycler PTC-100™ [MJ Research, Watertown, USA]
NanoPhotometer ™ [Implen, Némecko]

Ockovaci box [Fatran, CR]

Termocycler PTC-200 [BIO-RAD Lab., USA]

Termostat FTC 901 [VELP SCIENTIFICA, Milano, Italie]
Termostat — Mini incubator [Labnet, USA]

Transilluminator TVR 3121 [Spectroline, Paramount, USA]
Zartizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 [Owl Scientific, USA]
Zaftizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm [Hoefer, USA]

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting volt Power Supply, model OSP-
300 [Owl Scientific, USA]

Bézné laboratorni sklo, umélohmotny material a dalsi laboratorni pomucky.
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5

METODY

Jednotlivé postupy byly provedeny podle navodd k laboratornim cvienim Analyza
vybranych druhti bakterii mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biologie (Spanova,
Rittich, 2010), neni-li uvedeno jinak.

wok vy

Izolace bakterialni DNA pomoci fenolové extrakce

Lyze bunék a priprava hrubého lyzatu

Sediment bun¢k byl resuspendovan v 1 ml roztoku A — a to tak, ze bylo nejdfive
ptidano 100 pl roztoku, peclivé bylo promichano a poté bylo pfidano zbylych 900 pl.
Suspenze byla opét promichana.

Suspenze se nechala centrifugovat pfi 15 000 otackach/3 minuty, opatrné byl slit
supernatant a sediment se nechal dobfe okapat. K sedimentu bylo nasledné pfidano
500 wl roztoku B a nechal se dokonale resuspendovat.

Vzorek se nechal inkubovat pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny a obcas byl
promichan.

K suspenzi bylo ptfidano 25 pl 10% SDS a 5 ul proteinazy K (100 pg/ml) a vSe bylo
pofadné promichano.

Vzorek se nechal inkubovat pfi 55 °C do druhého dne a ob&as byl promichan.

Takto byl pfipraven hruby lyzat bunék

Fenolova extrakce

K hrubému lyzatu bunék (500 pl) byl pfidan stejny objem ptedestilovaného fenolu
(pH 7,8) a smés byla kyvavym pohybem michdna 4 minuty.

Probéhla centrifugace pii 15 000 otackach/3 minuty.

Velmi opatrné byla odebrana horni vodni faze s DNA do cisté Eppendorfovy
zkumavky.

K vodni fazi s DNA bylo ptfidano 700 pl CIZ a 4 minuty byla smés kyvavym pohybem
promichévana.

Probéhla centrifugace pii 15 000 otackach/3 minuty.

Vodni faze s DNA byla opét odebrana do Cisté Eppendorfovy zkumavky.

Presrazeni DNA ethanolem

Ke vzorku DNA byla pfidana 1/20 objemu 3M octanu sodného a obsah byl
promichan.

Bylo piidano 800 pl 96% ethanolu a obsah byl znovu dobie promichéan.

DNA se nechala vysrazet po dobu 1 hodiny pf teploté -20 °C.

Probéhla centrifugace pii 15 000 otackach/15 minut.

Supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal poradné okapat.
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5.2.2

Sediment s DNA se nechal ususit v exsikatoru po dobu asi 15 minut.

DNA byla rozpusténa ptes noc ve 100 ul TE pufru.

Takto izolovana a purifikovana DNA byla nasledné pouzita pii spektrofotometrickém
meéfeni a jako matrice pro PCR.

Izolace DNA z dopliiku stravy

P¥iprava hrubych lyzati bunék z jednotlivych vyrobki

Kapsle byly sterilné odebrany, otfeny ethanolem a otevieny.

Jejich obsah se vysypal a peclivé se zvazil.

K 1 g prasku (cca 3 kapsle) bylo pfiddno 5 ml lyza¢niho roztoku B s lysozymem
(10 mg/ml).

Vzorky byly dukladné rozsuspendovany a inkubovany pii laboratorni teploté do
druhého dne.

Po inkubaci bylo pfidano 25 pl 20% SDS a 5 ul proteinazy K (100 pg/ml).

Peclivé bylo vSe promichano a nechano inkubovat pres noc pii 55 °C.

Vzniklé hrubé lyzaty byly uchovavany pii -20 °C, aby se predeslo piipadné degradaci
DNA.

Izolace DNA z hrubych lyzati pomoci magnetického nosice

DNA jednotlivych hrubych lyzati bunék pripravenych dle kapitoly 5.2.1 byly izolovany
pomoci magnetickych nosi¢ti (P(HEMA-co-GMA)).

Separacni smési byly pfipraveny v Eppendorfovych zkumavkach. Poradi a objemové
mnozstvi v§ech komponent je uvedeno v Tabulce 15.

1.

2.

Tabulka 15: Poradi a objemové mnozstvi vSech komponent separacni smési

Poradi Komponenta Objem komponent (ul)
1 NaCl (5M) 400
2 DNA matrice 300
3 PEG (40%) 200
4 Magnetické nosice (2 mg/ml) 100
Celkovy objem 1000

Jednotlivé komponenty byly naneseny do sterilnich Eppendorfovych zkumavek v
daném portadi, promichany a ponechany inkubovat pii laboratorni teploté po dobu 15
minut.

Nosice s navazanou DNA byly separovany za pouziti magnetu po dobu 15 minut pfi
laboratorni teplotg.
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3. Supernatant byl opatrné odpipetovan a nosice byly celkem dvakrat promyty 1000 pl
70% ethanolu.

4. Nosice s navazanou DNA byly separovany magnetem 2 minuty pfi laboratorni teploté.

5. Ethanol byl opatrné odpipetovan a zkumavky s nosici byly suSeny v termostatu pii
teploté 55 °C do uplného odpareni ethanolu.

6. DNA adsorbovana na magnetickych nosi¢ich byla rozsuspendovana v 100 pl TE pufru
a nechana eluovat pfes noc pii laboratorni teploté.

7. Nasledujici den byly nosice odseparovany magnetem 2 minuty pii laboratorni teploté
a eluované DNA byly pfepipetovany do Cistych Eppendorfovych zkumavek.

8. Byla pfipravena DNA v kvalit€¢ vhodné pro PCR.

5.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a &istota DNA byla méfena spektrofotometricky pifistrojem NanoPhotometr™
pomoci specidlnich kyvet Laber Gard. Pfed samotnym meéfenim byly vzorky DNA
vytemperovany na laboratorni teplotu a peclivé promichany. Jako referencni vzorek byl
pouzivan TE pufr. Po kalibraci pfistroje byly proméfeny vzorky izolovanych DNA. Byla
meéfena absorbance v rozmezi vlnovych délek 220 — 320 nm. Z displeje piistroje byly
odecteny hodnoty absorbanci pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm, 280 nm a 320 nm a
jejich poméry Azeonm/A2sonm @ Az60nm/A230nm. Koncentrace DNA byla stanovena dle hodnoty
absorbance pfi vinové délce 260 nm (vlnova délka, pii které dochazi k maximalni absorpci
zafeni DNA). V zavislosti na ocekavané koncentraci DNA bylo zvoleno vicko s
odpovidajicimi parametry (viz Tabulka 16).

Tabulka 16: Parametry a volba vicka “lid” pro NanoPhotometr

Typ Opticka draha Virtualni Objem vzorku | Méritelny rozsah DNA
vicka [mm] ziredéni [ul] [ng/pl]
Lid 10 1 1:10 3-5 15 -700

Do spektrofotometru byla ve sméru prochazejiciho svétla vlozena kyveta Laber Guard™. Z
predvolenych metod bylo pro analyzu nukleovych kyselin vybrano takto:

o Label Guard Applications

o Nucleic Acid

o ds DNA
Byly napipetovany 3 ul TE pufru jako blanku. Posléze byly ve stejném objemu (3 ul)
napipetovany vSechny DNA vzorky a proméfeny. Koncentrace DNA a hodnoty absorbanci
byly odecteny z displeje NanoPhotometru a zaznamenany. Vicko bylo vzdy po kazdém
meéteni peclive otfeno ethanolem.

5.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Byla pfiipravena PCR smés pro jednotlivé polymerazové reakce. Komponenty byly v daném
poradi a dle urCenych mnozstvi fadn€ promichany a zcentrifugovany. Pro polymerazovou
fetézovou reakci byla pouzita DNA izolovana z dopliikd stravy s vyuzitim magnetického
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nosice a DNA izolovand z Cisté bakterialni kultury metodou fenolové extrakce nasledné
pouzita pro pozitivni kontroly a ke stanoventi citlivosti amplifikace.

5.4.1 PCR specificka pro doménu Bacteria

Pro PCR specifickou pro doménu Bacteria byly pouzity DNA izolované z dopliikd stravy o

koncentraci 15 ng/ul. Pouzité primery jsou uvedeny v Tabulce 17. Slozeni PCR smési je
uvedeno v Tabulce 18.

Tabulka 17: Primery specifické pro doménu Bacteria

Primer Sekvence primeru Velikost produktu Reference
PCR (bp)

F-eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT [22]

R-eub | GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTG TT 466

Tabulka 18: Slozeni PCR smési u PCR specifické pro doménu Bacteria

Komponenta Objem (ul)

Voda pro PCR 16,5

10x reakcni pufr kompletni 2,5
dNTP smés (10 mM) 1,0
Primer F-eub (10 pmol/ul) 1,0
Primer R-eub (10 pmol/ul) 1,0
Taq DNA polymeraza (1 U/ul) 2,0
DNA matrice 1,0

Celkem 25,0

5.4.2 Rodové specificka PCR pro rod Lactobacillus
Pro rodové specifické PCR byly pouzity DNA izolované z dopliika stravy o koncentraci 15

ng/pl. Pouzité primery jsou uvedeny v Tabulce 19. Slozeni PCR smési je uvedeno v Tabulce
20.

Tabulka 19: Primery specifické pro rod Lactobacillus

Primer Sekvence primeru Velikost produktu Reference
PCR (bp)
LbLMA I-rev | CTC AAA ACT AAA CAAAGTTTC [15]
RI6-1 CTT GTA CAC ACCGCCCGT CA 250
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5.4.3 Druhové specifickd PCR pro druh Lactobacillus acidophilus

Komponenta Objem (ul)

Voda pro PCR 19,0
10x reakeni pufr kompletni 2,5
dNTP smés (10 mM) 0,5
Primer LbLLMA 1-rev (10 pmol/pl) 0,5
Primer R16-1 (10 pmol/ul) 0,5
Taq DNA polymeraza (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

Celkem 25,0

Tabulka 20: Slozeni PCR smési u PCR pro rod Lactobacillus

Pro druhoveé specifické PCR byly pouzity DNA izolované z dopliiki stravy o koncentraci 15
ng/pl. Pouzité primery jsou uvedeny v Tabulce 21. Slozeni PCR smési je uvedeno v Tabulce

22.
Tabulka 21: Primery specifické pro druh Lactobacillus acidophilus
Primer Sekvence primeru Velikost produktu Reference
PCR (bp)
Aci 16SI | AGC TGA ACC AAC AGA TTC AC [90]
16811 ACT ACC AGG GTA TCT AAT CC 800

Tabulka 22: Slozeni PCR smési

Komponenta Objem (ul)

Voda pro PCR 19,0

10x reakcni pufr kompletni 2,5
dNTP smés (10 mM) 0,5
Primer Aci 16SI (10 pmol/ul) 0,5
Primer 16 SII (10 pmol/ul) 0,5
Taq DNA polymeraza (1 U/ul) 1,0
DNA matrice 1,0

Celkem 25,0

5.4.4 Priiprava PCR smési pomoci mastermixu

1. Mastermix byl namichan z jednotlivych komponent pro PCR, jejiz mnozstvi byla
vynasobena poctem vzorki DNA
2. Nasledné byl mastermix dukladné promichan, stoCen a rozpipetovan do sterilnich
Eppendorfovych zkumavek (200 pl).
3. Kazda Eppendorfova zkumavka byla doplnéna pfislusSnym mnozstvi DNA do
celkového objemu 25 pl.
4. Obsah zkumavek byl dasledné promichan, stocen a zkumavky byly umistény do
cycleru, kde nasledné probéhla PCR dle daného programu.
5. Jako kontrola byla pouzita PCR smés, kde byla DNA nahrazena PCR vodou.
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5.4.5 Programy pouzité v PCR

V Tabulce 23 jsou uvedeny pouzité programy pro PCR specifickou pro doménu Bacteria, rod
Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus. VSechny programy sestavaji z nasledujicich
kroku:

1. Denaturace DNA pted zahajenim prvniho cyklu
2. Denaturace DNA
3. Pfipojeni (hybridizace) primert
4. Syntéza nového DNA fetézce
5. Ptislusny pocet cykla
6. Dosyntetizovani nového DNA fetézce v poslednim cyklu
7. Zchlazeni
Tabulka 23: Programy pouzité pro PCR
Program
Doména Bacteria | Rod Lactobacillus | Druh Lactobacillus acidophilus
Krok DOMBAC LBCROD LBCRHAM
1. 94 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/5 min
2. 94 °C/30 s 94 °C/30 s 94 °C/30 s
3. 56 °C/30 s 56 °C/30 s 58 °C/30 s
4. 72 °C/1 min 72 °C/1 min 72 °C/1 min
S. 29x ke kroku 2 29x ke kroku 2 29 x ke kroku 2
6. 72 °C/5 min 72 °C/5 min 72 °C/5 min
7. 10°C 10 °C 10°C
5.5 Agarozova gelova elektroforéza
Agarozova gelova elektroforéza byla pouzita pro ovéfeni pfitomnosti DNA

a pro detekci produkti PCR. Pro detekci pfitomnosti bakterialni DNA byl pfipraven gel
o hustoté 0,8 %. Pro detekci produkti PCR specifickych pro doménu Bacteria a pro druh
Lactobacillus acidophilus byl pripraven gel o hustot¢ 1,5 % a pro detekci produkti PCR
specifickych pro rod Lactobacillus byl ptipraven gel o hustoté 1,8 %.

5.5.1 Priprava gelu pro agarézovou gelovou elektroforézu

1. Dané mnozstvi agardzy bylo smichano s TBE pufrem (100 ml, 0,5x koncentrovany).
0,8% gel — 0,8 g agar6zy/100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru
1,5% gel — 1,5 g agar6zy/100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru
1,8% gel — 1,8 g agar6zy/100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru

2. Smeés se za obCasného michani nékolikrat pfivedla k varu v mikrovinné troubé za
vzniku homogenni smési.

3. Roztok byl po ochlazeni ptelit do elektroforetické vanicky s hiebinkem, jez byla
umisténa ve vodorovné poloze.
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Gel se nechal minimalné po dobu 30 minut zatuhnout pfi laboratorni teplot¢.
. Pred samotnym nanaSenim vzorka na gel byl hiebinek opatrné¢ vyjmut a PCR smés
byla nanasena komarek.

Nanaseni produktu PCR na gel

. Produkty PCR (25 pl) byly smichany s nanaSecim pufrem (5 pl).

. Smési byly naneseny do jednotlivych komurek gelu.

. Na gel byl také nanesen DNA standard - 100 bp zebticek (100 — 1500 bp) (3 ul).

Gel byl opatrné vlozen do elektroforetické vany a prevrstven 0,5x koncentrovanym
TBE pufrem (zhruba do vysky 3 — 5 mm nad gel).

Prubéh elektroforézy a barveni

. Elektroforeticka vana byla pfipojena ke stejnosmémému proudu tak, aby zaporné
nabitd DNA migrovala ke kladn€ nabitému polu.

. Elektroforéza byla spusténa zapnutim zdroje s napétim 80 V po dobu zhruba 1,5 az 2
hodiny, dokud nanaseci pufr nedomigroval zhruba do 2/3 délky agar6zového gelu.

. Po skonceni elektroforézy byl gel obarven v lazni s ethidium bromidem po dobu
minimalné %2 hodiny.

Obarveny gel byl oplachnut v destilované vodé a prohlizen v UV svétle o vinové délce
305 nm pod transluminatorem.

Obarveny gel byl dokumentovan pomoci digitalniho fotoaparatu.
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6 VYSLEDKY

6.1 Priprava hrubého lyzatu bunék a izolace DNA z cisté bakterialni

kultury pro pozitivni kontroly a zjisténi citlivosti amplifikace

Hruby lyzat bunék z Gisté bakterialni kultury kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833

byl piipraven dle kapitoly 5.1.1. Vzorek hrubého lyzatu bunék byl uchovéavan pfi
-20 °C, aby se predeslo mozné degradaci DNA. Izolace DNA byla provedena metodou
fenolové extrakce (viz kapitola 5.1.2). Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky
(478 ng/pl) (viz Tabulka 24). DNA byla pted pouzitim v PCR nafedéna.

Tabulka 24: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA Lactobacillus
acidophilus CCM 4833"

DNA c Asonm | Azgonm Azgonm Azzonm | Az60/280nm | A260/230nm Objem DNA
(ng/pl) vzorku (ng)
(u)

L. acidophilus

C| 478 | 0999 | 1910 | 1039 | 0019 | 1838 1,912 100 47.8
CCM 4833

. Mnozstvi izolované DNA bylo dostatecné pro PCR.

6.2 Zpracovani vzorka dopliki stravy

K izolaci DNA byly pouzity nasledujici volné dostupné dopliiky stravy ve formé kapsli:

o 1. APO — Lactobacillus 10+

o 2. APO — Lactobacillus 10+

o Probiotika

o Laktobacily “5”

o Acidophilus

o 1. Lactobacillus acidophilus

o 2. Lactobacillus acidophilus
Charakteristické znaky uvedenych doplikt stravy raznych vyrobct jsou uvedeny v kapitole
4.1.

Kapsle byly sterilné odebrany, promyty v ethanolu a zvazeny. Bylo navazeno vzdy po
1 g prasku dopliiku stravy (cca 3-4 kapsle).

. Komplexni vzorky dopliikii stravy byly pouzity k pripravé hrubych Ilyzatii bunék.
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6.3 Priprava hrubych lyzati bunék z doplikua stravy

Hrubé lyzaty bunék byly pfipraveny z 1 g komplexnich matric dopliiki stravy na 5 ml
lyzacniho roztoku dle postupu uvedeného v kapitole 5.2.1. V Sesti opakovanich bylo
piipraveno celkem Sest hrubych lyzati bunék z kazdého dopliiku stravy. Hrubé lyzaty bunek
sedmi vyrobka byly podrobeny agarozové gelové elektroforéze, ktera je uvedena na Obrazku
11.

Obrazek 11: Detekce pritomnosti DNA v hrubych lyzdatech bunék z 1 g dopliiki stravy
pomoci agarozové gelové elektroforézy. Na 0,8% gel bylo nandSeno 10 ul hrubych
lyzatii bunék a 2 ul nandseciho pufru.

Béh | Hruby lyzat bunék dopliiku stravy | Piitomnost DNA

1 1.APO-Lactobacillus 10+ +++

2 2.APO-Lactobacillus 10+ +++

3 Probiotika +

4 Laktobacily “5” ++

5 Acidophilus +

6 1.Lactobacillus acidophilus ++

7 2.Lactobacillus acidophilus +

Vysvétlivky: (+), (++), (+++) — intenzita DNA detekce

V hrubych lyzatech bunék dopliikit stravy byla detekovana pritomnost DNA v riiznych
mnozstvich.
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6.4 Izolace DNA z dopliku stravy pomoci magnetického nosice

Z ptipravenych hrubych lyzath bunék vyrobkil byla DNA izolovana pomoci magnetického
nosi¢e (P(HEMA-co-GMA)). Na izolaci DNA bylo pouzito 300 ul hrubych lyzati bunék. Ze
stejného hrubého lyzatu bunek byla DNA izolovana dvakrat pro kontrolu. Pfitomnost
izolované DNA byla ovefena spektrofotometricky a po nafedéni pouzita k amplifikaci v PCR.

DNA byla eluovana ve 100 ul TE pufru.

6.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z
dopliiku stravy

Bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA u §esti nezavislych
izolaci DNA z hrubych lyzati bun€k pfipravenych z 1 g doplika stravy. U kazdé DNA bylo
meéteni provedeno dvakrat. Z naméfenych hodnot koncentraci obou méfeni byl vypocitan
prumér. Absorbance DNA byla zméfena na NanoPhotometru za pouziti lid (Factor 10) a
mnozstvi DNA 3 ul. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v nasledujicich Tabulkach 25-30.

Tabulka 25: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA (IZOLACE DNA C. 1)

C|  Vyrobek c Primér | Assenm | Azonm Assonm Anonm | Azcozsonm | Azcorionm Objem DNA
(ng/ul) c vzorku (ng
(ng/uD (u)

1 1.APO- 13,5 15 0,010 0,033 0,019 0,066 1,736 3,300 100 1,35

Lactobacillus 16,5 0,052 0,170 0,142 0,065 1,797 3,269 100 1,65
10+

2 2.APO- 20 21,25 0,048 0,069 0,053 0,011 1,302 1,438 100 2

Lactobacillus 225 0,040 0,090 0,072 0,030 1,250 2,250 100 2,25
10+

3|  Probiotika 13,9 15,2 0,017 0,039 0,021 0,007 1,857 2,294 100 1,39

16,5 0,330 0,066 0,059 0,026 1,919 2,000 100 1,65

4| Lactobacily “5” | 14,6 15,45 0,005 0,014 0,008 0,029 1,750 2,800 100 1,46

16,3 0,003 0,065 0,054 0,023 1,704 21,700 100 1,63

5|  Acidophilus 39.1 442 0,131 0,166 0,121 0,069 1,372 1,267 100 3,91

493 0,148 0,197 0,158 0,078 1,247 1,331 100 4,93

6| I.Lactobacillus 9.9 11,35 0,009 0,043 0,028 0,010 1,536 4,778 100 0,99

acidophilus 12.8 0,018 0,051 0,043 0,014 1,686 2,833 100 1,28

7| 2.Lactobacillus | 157 16,1 0,083 0,072 0,039 0,033 1,846 - 100 1,57

acidophilus 16,5 0,021 0,066 0,052 0,020 1,869 - 100 1,65

DNA byla izolovdna v koncentraci 9,9 ng/ul az 49,3 ng/ul (v mnozZstvi 0,99 ug az 4,93

Hg)-
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Tabulka 26: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA (IZOLACE DNA C. 2)

¢ Vyrobek c(g/pl) | Primé&r | Azonm Asoonm | Asgonm Asjonm | Azconso | Aseozzo Objem DNA

¢ (ng/ul) vzorku (ul) (ng)

1 1.APO- 13,5 15,25 -0,009 0,027 0,012 -0,002 2,250 - 100 1,35

Lactobacillus 17 0,001 0,018 0,006 0,003 2,400 18,000 100 1,7
10+

2 2.APO- 15 19,5 0,012 0,018 0,007 -0,003 2,171 - 100 15

Lactobacillus 24 0,041 0,048 0,026 0,007 1,946 1,171 100 2.4
10+

3|  Probiotika 11,5 14,75 -0,002 0,023 0,019 0,007 1,611 - 100 1,15

18 0,012 0,036 0,023 0,007 1,565 3,000 100 1.8

4| Lactobacily “5” 10 14,5 -0,006 0,016 0,006 -0,002 1,667 - 100 1

19 0,059 0,050 0,029 0,008 1,724 0,847 100 1,9

5|  Acidophilus 31,5 33,75 0,015 0,026 0,015 0,004 1,933 1,733 100 3,15

36 0,028 0,016 0,008 0,002 2,000 0,571 100 3.6

6| I.Lactobacillus 27,5 2825 0,011 0,018 0,011 0,000 1,636 1,636 100 2,75

acidophilus 29 0,021 0,018 0,014 0,001 1,686 - 100 2,9

7| 2.Lactobacillus 34 35 0,024 0,068 0,018 0,017 1,417 2,833 100 3.4

acidophilus 36 0,035 0,072 0,050 0,019 1,440 2,057 100 3,6

DNA byla izolovdna v koncentraci 10 ng/ul az 36 ng/ul (v mnozstvi 1,0 ug az 3,6 ug).
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Tabulka 27: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA (IZOLACE DNA C. 3)

¢ Vyrobek c(ng/ul) | Primérc | Agzonm | Azeonm | Azsonm | Aszonm | A260/280nm | A260/230nm | Objem DNA
(ng/pb) vzorku (ng)
(uD
1 1.APO- 24 25.65 0012 | 0033 | 0014 | 0004 2.900 3.625 100 2.4
Lactobacillus 273 0,013 | 0,033 | 0011 | 0,000 3,000 2,538 100 2.73
10+
2 2.APO- 18 15.25 0018 | 0034 | 0014 | 0002 2.667 2.000 100 1.8
Lactobacillus 12,5 0,002 | 0,021 | 0,007 | 0,000 2,700 10,5 100 125
10+
3|  Probiotika 24.1 26.05 0,013 | 0034 | 0017 | 0.002 2.133 - 100 2.41
28 0071 | 0072 | 0047 | 0020 1.926 1.020 100 2.8
4| Lactobacily “5” 13.5 14.5 0.041 | 0030 | 0016 | 0.005 2273 0.694 100 135
15.5 0048 | 0037 | 0023 | 0008 1.933 0.725 100 1.55
5|  Acidophilus 29 30,15 0.008 | 0030 | 0017 | 0008 2.444 3.750 100 2,9
313 0025 | 0020 | 0011 | 0005 2.500 0.800 100 3.13
6| 1.Lactobacillus 9 10.75 0021 | 0026 | 0018 | 0005 1.615 1,167 100 0.9
acidophilus 12,5 0006 | 0013 | 0004 | 0.000 1.750 2,167 100 1.25
7| 2.Lactobacillus 12.5 14.5 0,008 | 0042 | 0029 | 0013 1.813 -5.800 100 1,25
acidophilus 16,5 0,008 | 0029 | 0018 | 0.000 1.800 - 100 1.65

DNA byla izolovdna v koncentraci 9 ng/ul az 31,3 ng/ul (v mnozZstvi 0,9 ug az 3,13 ug).
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Tabulka 28: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA (IZOLACE DNA C. 4)

¢ Vyrobek c(mg/ul) | Primérc | Agzonm | Azconm | Azsonm | Aszonm | A260/280nm | A260230nm | Objem DNA
(ng/pb) vzorku (ng)
(u)

1 1.APO- 15,5 18,25 0,017 | 0031 | 0,018 | 0,003 1,722 1,824 100 1,55

Lactobacillus 21 20,015 | 0038 | 0021 | 0,002 1,810 - 100 2,1
10+

2 2.APO- 22 21,75 0,030 | 0,044 | 0,028 | 0,005 1,571 1,467 100 2,2

Lactobacillus 21,5 0,032 | 0,043 | 0,029 | 0,007 1,483 1,344 100 2,15
10+

3|  Probiotika 9 9 0,009 | 0014 | 0,008 | 0001 1,750 1,556 100 0,9

9 0,010 | 0,014 | 0,007 | 0001 1,800 1,400 100 0,9

4| Lactobacily “5” 16,5 16,75 0,045 | 0033 | 0,023 | 0011 1435 0,723 100 1,65

17 0,050 | 0,034 | 0025 | 0011 1,360 0,680 100 17

5|  Acidophilus 22,5 24,75 0,023 | 0012 | 0008 | 0,004 1,500 - 100 2,25

27 0,013 | 0017 | 0014 | 0,007 1,514 - 100 2.7

6| 1.Lactobacillus 16 16,75 0,042 | 0032 | 0023 | 0011 1,791 0,762 100 L6

acidophilus 17,5 0,039 | 0038 | 0021 | 0,006 1,810 0,564 100 1,75

7| 2.Lactobacillus 12 14,75 0,023 | 0024 | 0018 | 0,008 1433 1,043 100 12

acidophilus 17,5 0,042 | 0035 | 0023 | 0,009 1,522 0,833 100 1,75

DNA byla izolovdna v koncentraci 9 ng/ul az 27 ng/ul (v mnozstvi 0,9 ug az 2,7 ug).
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Tabulka 29: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA (IZOLACE DNA C. 5)

¢ Vyrobek c(mg/ul) | Primérc | Agzonm | Azconm | Azsonm | Aszonm | A260/280nm | A260230nm | Objem DNA
(ng/pb) vzorku (ng)
(u)

1 1.APO- 19.5 23 0.006 | 0011 | 0006 | 0.003 2.667 1.667 100 1,95

Lactobacillus
26.5 0.065 | 0048 | 0034 | 0014 1.700 1.767 100 2.65

10+
2 2.APO- 32.4 35,7 0.172 | 0123 | 0089 | 0045 1.773 0.614 100 3,24
Lactobacillus 39 0,092 | 0,065 | 0,045 | 0,017 1,714 0,640 100 3,9
10+

3|  Probiotika 8 10.35 0.064 | 0061 | 0049 | 0023 1.462 1.927 100 0.8
12.7 0037 | 0045 | 0038 | 0017 1.333 1.800 100 127
4| Lactobacily “5” 29 30,35 0.121 | 0085 | 0064 | 0026 1.553 1,621 100 2,9
31,7 0110 | 0082 | 0062 | 0024 1.526 1,532 100 3,17
5|  Acidophilus 35.5 35,95 0083 | 0094 | 0075 | 0.0 1.543 1,256 100 3,55
36.4 0.066 | 0045 | 0091 | 0026 0.495 1.382 100 3.64
6| 1.Lactobacillus 22 223 0016 | 0001 | 0001 | 0002 1.000 0,363 100 2.2
acidophilus 22,6 0,067 | 0042 | 0035 | 0013 1318 0,537 100 2.26
7| 2.Lactobacillus 20 23.9 0,009 | 0019 | 0015 | 0005 1.400 1,500 100 2,0
acidophilus 27.8 0,031 | 0048 | 0,022 | 0017 2,182 1.548 100 2.78

DNA byla izolovdna v koncentraci 8 ng/ul az 39 ng/ul (v mnozstvi 0,8 ug az 3,9 ug).
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Tabulka 30: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty DNA (IZOLACE DNA C. 6)

¢ Vyrobek c(mg/ul) | Primérc | Agzonm | Azconm | Azsonm | Aszonm | A260/280nm | A260230nm | Objem DNA
(ng/pb) vzorku (ng)
(ub
1 1.APO- 29.8 31.4 0.004 | 0020 | 0013 | 0002 1.636 5.000 100 2.98
Lactobacillus 33 0,074 | 0,069 | 0,050 | 0,018 1.594 0.911 100 3.3
10+
2 2.APO- 415 44.65 0,001 | 0021 | 0014 | 0003 1.636 21,000 100 415
Lactobacillus 478 0,081 | 0,074 | 0,051 | 0,019 1,719 0,887 100 4,78
10+
3|  Probiotika 10 12.65 0.026 | 0,005 | 0006 | 0001 1.800 0.192 100 1
153 0.074 | 0049 | 0036 | 0018 1.722 0,554 100 1.53
4| Lactobacily “5” 24 26.85 0,008 | 0014 | 0011 | 0001 1,300 - 100 2.4
29.7 0018 | 0019 | 0016 | 0004 1.250 1.071 100 2.97
5|  Acidophilus 35,7 35,95 0,021 | 0030 | 0023 | 0010 1,538 - 100 3,57
36.2 0.006 | 0035 | 0045 | 0021 1.778 5.833 100 3.62
6| 1.Lactobacillus 19.9 22.25 0055 | 0053 | 0041 | 0018 1.522 0.946 100 1,99
acidophilus 24,6 0043 | 0023 | 0022 | 0016 1.445 0.535 100 2.46
7| 2.Lactobacillus 59.5 62 0228 | 0213 | 0169 | 0084 1518 0.896 100 5,95
acidophilus 64,5 0046 | 0091 | 0070 | 0.028 1,500 3,500 100 6.45

DNA byla izolovdna v koncentraci 10 ng/ul az 64,5 ng/ul (v mnozstvi 1 ug az 6,45 ug).

6.5.1 Shrnuti mnozstvi DNA izolované z doplinku stravy

V nasledujici Tabulce 31 je shrnuto mnozstvi izolované DNA z analyzovanych vyrobka v
Sesti opakovanich.

Tabulka 31: Srovnani rozdilit v mnozstvich izolované DNA v Sesti opakovanich

Prumér c (ng/pl)*
C. Vyrobek Izolace DNA ¢.
1. | 2|3 |4 |5 |6
1 | 1. APO-Lactobacillus 10+ | 15| 15|27 | 18 | 23 | 31
2 | 2. APO-Lactobacillus 10+ |21 |20 | 15|22 |35 |45
3 Probiotika 15[15|26] 9 | 10|13
4 Lactobacily “5” 16 | 15| 15]17]30 |27
5 Acidophilus 44134 130]25]36]36
6 | 1. Lactobacillus acidophilus | 11 | 28 | 11 | 27 | 22 | 22
7 | 2. Lactobacillus acidophilus | 16 | 35 | 15[ 15|24 | 62
* zaokrouhleno

DNA byla izolovdna v rozdilnych mnozstvich.
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6.6 Stanoveni citlivosti PCR s purifikovanou DNA

Byla provedena PCR s riznym mnozstvim purifikované DNA pro stanoveni citlivosti
amplifikace. Byla pouzita ¢ista DNA matrice bakteridlniho sbirkového kmene Lactobacillus
acidophilus CCM 4833" izolovana metodou fenolové extrakce (viz kapitola 6.1), ktera byla
nafedéna pomoci TE pufru na koncentrace 10 ng/ul, 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul, 100
fg/ul, 10 fg/ul a 1 fg/ul (desitkové fedéni). DNA byla amplifikovana v PCR specifické pro
doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus.

6.6.1 Citlivost PCR specifické pro doménu Bacteria

Smés pro PCR byla piipravena podle kapitoly 5.4.1 s DNA matrici Lactobacillus acidophilus
CCM 4833" a amplifikovana pomoci primert specifickych pro doménu Bacteria — F-eub a R-
eub. Byl amplifikovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 12).

Obrazek 12: Agarozova gelovd elektroforéza specifickych produktit PCR o velikosti 466 bp

pro doménu Bacteria. Amplifikovan byl 1 ul DNA sbirkového kmene Lactbacillus acidophilus
CCM 4833

1000 bp

500 bp
466 bp

100 bp

Béh Koncentrace DNA D Ni‘ll/’;’o(,fls?t‘;;zé’s Produkt PCR
1 Standard - 100 bp zebricek
2 10 ng/pl 10 ng -+
3 1 ng/pl 1 ng -+
4 100 pg/pl 100 pg +++
5 10 pg/ul 10 pg +++
6 1 pg/ul 1 pg +++
7 100 fg/ul 100 fg +++
8 10 fg/ul 10 fg +
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Vysvétlivky:
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Nejnizsi mnozZstvi DNA amplifikovatelné v PCR za vzniku produktiit PCR specifickych
pro doménu Bacteria, jez jsou dobre detegovatelné na gelu, je 10 fg.

6.6.2 Citlivost rodové specifické PCR pro rod Lactobacillus

Smés pro PCR byla pfipravena dle kapitoly 5.4.2 s DNA matrici Lactobacillus acidophilus
CCM 48337 a amplifikovana s rodové specifickymi primery LbIMA-1 a R16-1. Byl
amplifikovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 13).

Obrazek 13: Agarozova gelovd elektroforéza specifickych produktit PCR o velikosti 250 bp
pro rod Lactobacillus. Amplifikovany byly 3 ul DNA sbirkového kmene Lactobacillus

acidophilus CCM 4833".

1500 bp
1000 bp
500 bp
250 bp

100 bp

Béh Koncentrace DNA MnoZstvi Produkt PCR
DNA/PCR smés

1 Standard - 100 bp zebricek
2 10 ng/pl 30 ng +++

3 1 ng/pl 3 ng ++

4 100 pg/pl 300 pg -

5 10 pg/ul 30 pg -

6 1 pg/ul 3 pg -

7 100 fg/ul 300 fg -

8 10 fg/ul 30 fg -
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Vysvétlivky:
Detekce produktu PCR:
++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Nejnizsi mnozstvi DNA amplifikovatelné v PCR za vzniku rodové specifickych
produktit PCR, jez jsou dobre detegovatelné na gelu, je 3 ng.

6.6.3 Citlivost druhové specifické PCR pro Lactobacillus acidophilus

PCR smés byla piipravena dle kapitoly 5.4.3 s DNA matrici Lactobacillus acidophilus CCM
4833" a amplifikovana s druhové specifickymi primery Acil6SI a 16SII. Byl amplifikovan
produkt PCR o velikosti 800 bp (viz Obrazek 14).

Obrazek 14: Agarozova gelovd elektroforéza specifickych produktit PCR o velikosti 800 bp
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovdny byly 3 ul DNA sbirkového kmene
Lactobacillus acidophilus CCM 4833".

1500 bp
1000 bp
800 bp
500 bp
100 bp
Béh Koncentrace DNA MnoZstvi Produkt PCR
DNA/PCR smés
1 Standard - 100 bp zebiicek
2 10 ng/pl 30 ng +++
3 1 ng/pl 3 ng ++
4 100 pg/pl 300 pg +
5 10 pg/ul 30 pg -
6 1 pg/ul 3pg -
7 100 fg/ul 300 fg -
8 10 fg/ul 30 fg -
9 1 fg/ul 3fg -
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Vysvétlivky:
Detekce produktu PCR:
++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Nejnizsi mnozZstvi DNA amplifikovatelné v PCR za vzniku druhové specifickych
produktit PCR, jez jsou dobre detegovatelné na gelu, je 300 pg.

6.6.4 Shrnuti citlivosti v PCR specifickych pro doménu, rod a druh

V Tabulce 32 je uvedeno shrnuti citlivosti PCR specifickych pro doménu Bacteria, rod
Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus. Je zde rovné€z uvedeno mnozstvi bunék, které
priblizn€ odpovida danému mnozstvi DNA. Jedna burika obsahuje pfiblizné 2 fg DNA.

Tabulka 32: Shrnuti citlivosti amplifikace v PCR specifickych pro doménu Bacteria, rod
Lactobacillus a druh Lactobacillus acidopilus.

PCR specifickd pro | Mnozstvi amplifikované DNA/mnoZstvi bunék/produkt PCR

Doména 10 ng Ing | 100pg | 10pg 1 pg 100fg | 10fg | 1fg

Bacteria 5.10°p | 5.10°b | 5.10°b | 5.10°b | 5.10°b | 50b 5b |1 05b
+ + + + + + +

Rod 30 ng 3ng | 300pg | 30pg 3pg | 300fg | 30fg | 3fg

Lactobacillus | 15107 | 1,5.10° | 1,5.10° | 1,5.10° | 1,5.10° | 1506 | 15b | 1,5b
+ +

Druh 30 ng 3ng | 300pg | 30pg 3pg | 300fg | 30fg | 3fg

Lactobacillus | ;510 | 1,510°| 1,5.10° | 1,5.10° | 1,5.10° | 150b | 15b | 1,55

acidophilus + + +

Vysvétlivky: + ... produkt PCR detekovan

. Pomocti jednotlivych PCR po amplifikaci riizného mnozZstvi DNA vznikl produkt PCR
detekovatelny na gelu. Toto mnozstvi DNA odpovida 5 az 5.10° bunék.

6.7 PCR s DNA izolované z dopliikii stravy pomoci magnetickych nosici

DNA byla izolovana z dopliika stravy (viz 6.4). Izolovana DNA byla v pfipadé vyssich
koncentraci nafedéna na koncentraci asi 15 ng/ul a pouzita v mnozstvich 1 az 3 pl pro
amplifikaci v PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria a dale s rodové a druhové
specifickymi primery pro rod Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus. Tento druh je
kromé& jinych ve vyrobcich deklarovan vyrobcem. PCR byla provedena s DNA matrici
ziskanou ze vsech Sesti nezavislych izolaci.

6.7.1 PCR s DNA matrici z vyrobku prvni izolace

Byly provedeny PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus
acidophilus.
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DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria - F-eub a R-eub podle programu
DOMBAC. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 15).

Obrazek 15: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 466 bp specifickych
pro doménu Bacteria. Amplifikovano bylo asi 15 ng (1 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1000 bp

500 bp
466 bp

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
1. APO-Lactobacillus ++++
10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 - .
5 Probiotika ++
6 Laktobacily “5” ++++
7 Acidophilus +
8 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
9 2. Lactobacillus +++
acidophilus
10 PK ++++
11 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byly detekovany.

Pritomnost amplifikovatelné DNA byla prokdzdna u viech testovanych vzorkii dopliikii
stravy.
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DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti rodove specifickych primeri LbIMA-1 a R16-1 podle programu LCBROD. Byl
detekovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 16).

Obrazek 16: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 250 bp specifickych
pro rod Lactobacillus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kaZdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp

Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus +++

10+
3 2. APO-Lactobacillus +++
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” +++
6 Acidophilus +
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++
acidophilus
9 PK +++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detekovany v

ruzné intenzité. V béhu ¢. 4 vyrobku Probiotika nebyl produkt PCR detekovdn. V béhu
¢. 6 vwrobku Acidophilus byl produkt PCR detekovdan velmi slabé.
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DNA izolovana ze sedmi doplikt stravy rdaznych vyrobct pomoci magnetickych nosica byla
amplifikovana za pouziti druhoveé specifickych primerd Acil6SI a 16SII podle programu
LBCRHAM. Byl detekovan produkt PCR o velikost 800 bp (viz Obrazek 17).

Obrazek 17: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 800 bp specifickych
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovany byly asi 45 ng (3 ul) DNA z kazdého ze
sedmi doplnkii stravy riiznych vyrobcu.

1500 bp
1000 bp
800 bp

500 bp

100 bp

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus -

10+
3 2. APO-Lactobacillus -
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” -
6 Acidophilus +++
7 1. Lactobacillus -
acidophilus
8 2. Lactobacillus -
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkt PCR specificky pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byl
detekovan v béhu ¢. 6 (vyrobek Acidophilus).
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6.7.2 PCR s DNA matrici z vyrobku druhé izolace

Byly provedeny PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus
acidophilus.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria - F-eub a R-eub podle programu
DOMBAC. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 18).

Obrazek 18: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 466 bp specifickych
pro doménu Bacteria. Amplifikovano bylo asi 15 ng (1 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp

l J%"‘ dipdiedidind ey

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika ++++
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus ++++
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan
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. Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byly detekovany.
Pritomnost amplifikovatelné DNA byla prokdzdna u viech testovanych vzorkii dopliikii
stravy.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti rodove specifickych primeri LbIMA-1 a R16-1 podle programu LBCROD. Byl
detekovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 19).

Obrazek 19: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 250 bp specifickych

pro rod Lactobacillus. Amplifikovano bylo asi 15 ng (3 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp

Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus +++
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus -
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
8 2. Lactobacillus +++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:
NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)
PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
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Detekce produktu PCR:
++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detekovdny po
amplifikaci DNA z péti vyrobkii. V béhu ¢. 4 vyrobku Probiotika a béhu ¢. 6 vyrobku
Acidophilus nebyl produkt PCR detekovan.

DNA izolovana ze sedmi doplikt stravy rdaznych vyrobct pomoci magnetickych nosica byla
amplifikovana za pouziti druhoveé specifickych primerd Acil6SI a 16SII podle programu
LBCRHAM. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 800 bp (viz Obrazek 20).

Obrazek 20: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 800 bp specifickych
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kazZdého ze
sedmi doplnkii stravy riiznych vyrobcu.

1500 bp

1000 bp
800 bp
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100 bp

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus -

10+
3 2. APO-Lactobacillus -
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” -
6 Acidophilus -+
7 1. Lactobacillus +
acidophilus
8 2. Lactobacillus +
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -
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Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly
detekovany v riizné intenzité u trech vyrobku: v béhu ¢. 6 vyrobku Acidophilus a v
béhu ¢. 7 a ¢ 8 ve vyrobcich 1. Lactobacillus acidophilus a 2. Lactobacillus
acidophilus.

6.7.3 PCR s DNA matrici z vyrobku treti izolace

Byly provedeny PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus
acidophilus.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria - F-eub a R-eub podle programu
DOMBAC. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 21).

Obrazek 21: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 466 bp specifickych
pro doménu Bacteria. Amplifikovano bylo asi 15 ng (1 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

wleleby.

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
1. APO-Lactobacillus ++++
10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika +++
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5 Laktobacily “5” ++++

6 Acidophilus +++

7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus

8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus

9 PK +++

10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byly detekovdany po
amplifikaci DNA izolované ze vSech testovanych dopliiku stravy.

DNA izolovana ze sedmi dopliku stravy pomoci magnetickych nosica byla amplifikovana za
pouziti rodove specifickych primeri LbIMA-1 a R16-1 podle programu LBCROD. Byl
detekovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 22).

Obrazek 22: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 250 bp specifickych

pro rod Lactobacillus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.
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500 bp
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Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus +++
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus -
7 1. Lactobacillus +++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly po amplifikaci
DNA izolované z péti vyrobkii detekovany. Ve dvou pripadech nebyl produkt PCR
detekovan (béh ¢. 4, DNA z vyrobku Probiotika a béh ¢. 6, DNA z vyrobku
Acidophilus).

DNA izolovana ze sedmi doplikt stravy rdaznych vyrobct pomoci magnetickych nosica byla
amplifikovana za pouziti druhoveé specifickych primerd Acil6SI a 16SII podle programu
LBCRHAM. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 800 bp (viz Obrazek 23).

Obrazek 23: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 800 bp specifickych
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kazZdého ze
sedmi doplnkii stravy riiznych vyrobcu.
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Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus -

10+
3 2. APO-Lactobacillus -
10+
4 Probiotika +
5 Laktobacily “5” +++
6 Acidophilus -+
7 1. Lactobacillus ++
acidophilus
8 2. Lactobacillus +++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly
detekovany v rizné intenzité po amplifikaci DNA z péti vyrobkii. Produkty PCR
nebyly detekovany v béhu ¢. 2 a ¢. 3 ve vyrobcich 1. APO-Lactobacillus 10+ a 2.
APO-Lactobacillus 10+.

6.7.4 PCR s DNA matrici z vyrobku ¢tvrté izolace

Byly provedeny PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus
acidophilus.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria - F-eub a R-eub podle programu
DOMBAC. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 24).
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Obrazek 24: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 466 bp specifickych
pro doménu Bacteria. Amplifikovano bylo asi 15 ng (1 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii

stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp
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Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika ++++
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus ++++
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)
PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)

Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byly detekovdany po
amplifikaci DNA izolované ze vSech testovanych dopliiku stravy.
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DNA izolovana ze sedmi dopliiki stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti rodove specifickych primeri LbIMA-1 a R16-1 podle programu LBCROD. Byl
detekovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 25).

Obrazek 25: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 250 bp specifickych
pro rod Lactobacillus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kaZdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

500 bp

250 bp

Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus +++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” +++
6 Acidophilus -
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan
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. Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detekovdny po
amplifikaci DNA z péti vyrobku. Po amplifikaci DNA ze dvou vyrobku (béh ¢. 4
Probiotika a béh ¢. 6, Acidophilus) nebyl produkt PCR detekovdn.

DNA izolovana ze sedmi doplikt stravy rdaznych vyrobct pomoci magnetickych nosica byla
amplifikovana za pouziti druhoveé specifickych primerd Acil6SI a 16SII podle programu
LBCRHAM. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 800 bp (viz Obrazek 26).

Obrazek 26: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 800 bp specifickych
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kazZdého ze
sedmi doplnkii stravy riiznych vyrobcu.
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Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus -

10+
3 2. APO-Lactobacillus -
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” +
6 Acidophilus ++++
7 1. Lactobacillus +
acidophilus
8 2. Lactobacillus -
acidophilus
9 PK +++
10 NK -

Vysvétlivky:
NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)
PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
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Detekce produktu PCR:
++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly
detekovany po amplifikaci DNA izolované ze i vyrobki (béh ¢. 6, vyrobek
Acidophilus, béh c. 5, vyrobek Laktobacily “5” a béh ¢. 7, vyrobek 1. Lactobacillus
acidophilus).

6.7.5 PCR s DNA matrici z vyrobku paté izolace

Byly provedeny PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus
acidophilus.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria - F-eub a R-eub podle programu
DOMBAC. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 27).

Obrazek 27: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 466 bp specifickych

pro doménu Bacteria. Amplifikovano bylo asi 15 ng (1 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp
466 bp

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika +++
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus ++++
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
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8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus

9 PK ++++

10 NK -

Vysvétlivky:
NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)
PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)

Detekce produktu PCR:
++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byly detekovany.
Pritomnost amplifikovatelné DNA byla prokdzdna u viech testovanych vzorkii dopliikii
stravy.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti rodove specifickych primeri LbIMA-1 a R16-1 podle programu LBCROD. Byl
detekovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 28).

Obrazek 28: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 250 bp specifickych
pro rod Lactobacillus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kaZdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp

250 bp

Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++
10+

3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+

4 Probiotika -
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5 Laktobacily “5” ++++

6 Acidophilus +++

7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus

8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus

9 PK +++

10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:
++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detekovdny po
amplifikaci DNA izolované ze vSech vyrobkii kromé jednoho detekovany (béh c. 4,
vzorek Probiotika).

DNA izolovana ze sedmi doplikt stravy rdaznych vyrobct pomoci magnetickych nosica byla
amplifikovana za pouziti druhoveé specifickych primerd Acil6SI a 16SII podle programu
LBCRHAM. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 800 bp (viz Obrazek 29).

Obrazek 29: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 800 bp specifickych
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kazZdého ze

sedmi doplnkii stravy riiznych vyrobcu.

1500 bp

1000 bp
800 bp

500 bp

100 bp

Béh Nézev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus +++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++
10+
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4 Probiotika ++

5 Laktobacily “5” ++

6 Acidophilus ++++

7 1. Lactobacillus +++
acidophilus

8 2. Lactobacillus ++
acidophilus

9 PK ++++

10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly
detekovany v riizné intenzité po amplifikaci DNA izolované ze vSech vyrobkii.

6.7.6 PCR s DNA matrici z vyrobku z Sesté izolace

Byly provedeny PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus
acidophilus.

DNA izolovana ze sedmi dopliika stravy pomoci magnetickych nosi¢t byla amplifikovana za
pouziti primerd specifickych pro doménu Bacteria - F-eub a R-eub podle programu
DOMBAC. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 466 bp (viz Obrazek 30).

Obrazek 30: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 466 bp specifickych
pro doménu Bacteria. Amplifikovano bylo asi 15 ng (1 ul) DNA z kazdého ze sedmi dopliikii
stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

500 bp
466 bp
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Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika +++
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus +++
7 1. Lactobacillus ++++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++++
acidophilus
9 PK +++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byly detekovdany po
amplifikaci DNA izolované ze vSech vyrobkai.

DNA izolovana ze sedmi dopliku stravy pomoci magnetickych nosica byla amplifikovana za
pouziti rodove specifickych primeri LbIMA-1 a R16-1 podle programu LBCROD. Byl
detekovan produkt PCR o velikosti 250 bp (viz Obrazek 31).

Obrazek 31: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 250 bp specifickych
pro rod Lactobacillus. Amplifikovano bylo asi 45 ng (3 ul) DNA z kaZdého ze sedmi dopliikii

stravy ruznych vyrobci.

1500 bp

1000 bp

250 bp
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Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++++
10+
4 Probiotika -
5 Laktobacily “5” ++++
6 Acidophilus -
7 1. Lactobacillus +++
acidophilus
8 2. Lactobacillus +++
acidophilus
9 PK +++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)

PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)
Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus o velikosti 250 bp byly detekovany po
amplifikaci DNA izolované z péti vyrobkii. Po amplifikaci DNA izolovanych ze dvou
vyrobkit nebyly produkty PCR detekovany (béh ¢. 4, vyrobek Probiotika, béh ¢. 6, vyrobek
Acidophilus).

DNA izolovana ze sedmi doplikt stravy rdaznych vyrobct pomoci magnetickych nosica byla
amplifikovana za pouziti druhoveé specifickych primerd Acil6SI a 16SII podle programu
LBCRHAM. Byl detekovan produkt PCR o velikosti 800 bp (viz Obrazek 32).
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Obrazek 32: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR o velikosti 800 bp specifickych
pro druh Lactobacillus acidophilus. Amplifikovano bylo vzdy 45 ng (3 ul) DNA z kazdého ze
sedmi doplnkii stravy riiznych vyrobcu.

1500 bp

1000 bp 8
800 bp

500 bp

Béh Nazev vyrobku Produkt PCR
1 Standard 100bp zebiicek
2 1. APO-Lactobacillus ++

10+
3 2. APO-Lactobacillus ++
10+
4 Probiotika +++
5 Laktobacily “5” +++
6 Acidophilus -+
7 1. Lactobacillus +++
acidophilus
8 2. Lactobacillus ++
acidophilus
9 PK ++++
10 NK -

Vysvétlivky:

NK — negativni kontrola (DNA nepfitomna, misto DNA PCR voda)
PK — pozitivni kontrola (DNA bakterialniho kmene L. acidophilus CCM 4833" - 15 ng)

Detekce produktu PCR:

++++ velmi silng, +++ silné, ++ zietelné, + slab¢, - produkt PCR nebyl detekovan

. Produkty PCR specifické pro druh Lactobacillus acidophilus o velikosti 800 bp byly
detekovany v riizné intenzité po amplifikaci DNA izolované ze vSech vyrobkii.
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6.8 Souhrn vysledku PCR z jednotlivych izolaci pro jednotlivé vyrobky

Souhrnné vysledky jednotlivych PCR jsou zaznamenany v Tabulkach 33-39. V PCR smésich
bylo amplifikovano 15 — 45 ng DNA. Je uvedena citlivost PCR (mnozstvi DNA a mnozstvi
odpovidajicich bunék)

1. APO-Lactobacillus 10+

Tabulka 33: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek 1. APO-Lactobacillus 10+

Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii
Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 b et =
+ 2 AR A -
S 3 et et -
E 4 AR AFrE -
?—é 5 A= AHHHE 4HHF
= 6 e e ++
2 Pritomnost bakterii + + +
n Mnozstvi amplifikované DNA 15ng 45 ng 45 ng
2 Odpovidajici mnogstvi bunék 7.5.10° 225.10° 225.10°
j. Citlivost PCR
Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
MnoZstvi bunék 5h 15.10°b 15.10°h
2. APO-Lactobacillus 10+
Tabulka 34: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek 2. APO-Lactobacillus 10+
Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii
Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 AR AFrE -
+ 2 b et =
S 3 AR AFrE -
E 4 - o -
?—é 5 AR A==HF S
= 6 o+ — ++
2 Pritomnost bakterii + + +
n Mno¥stvi amplifikované DNA 15 ng 45 ng 45 ng
2 Odpovidajici mnoistvi bunék 7.5.10° 225.10° 225. 10
i. Citlivost PCR
Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
MnoZstvi bunék 5h 15.10°h 15.10°b
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Probiotika

Tabulka 35: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek Probiotika
Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii
Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 ++ - -
2 -+ - -
3 A==E - s
4 -+ - -
S 5 e s ++
:‘g 6 4= - AFrE
'§ Piitomnost bakterii + < 2,25 10’ +
A Mnozstvi amplifikované DNA 15 ng 45 ng 45 ng
Odpovidajici mnostvi bunék 7,5.10° 2,25.10° 225.10
Citlivost PCR
Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
MnoZstvi bunék 5bh 15.10°b 15.10°b
Laktobacily “5”
Tabulka 36: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek Laktobacily “5”
Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii
Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 A== 4HHF -
2 -+ 4+ =
3 A== AHHHE 4HHF
i” 4 AR AFrr s
. 5 4+ o+ ++
'2 6 -+ 4+ 4+
= Pritomnost bakterii + + +
% Mnozstvi amplifikované DNA 15 ng 45 ng 45 ng
~ Odpovidajici mnogstvi bunék 7.5.10° 225.10 225.10°
Citlivost PCR
Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
MnoZstvi bundk 5bh 15.10°b 15.10°b
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Acidophilus

Tabulka 37: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek Acidophilus

Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii
Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 3 3 AFrE
2 -+ - -+
3 A==E - AR
4 -+ - -+
_% 5 AR A==E AR
%_ 6 A==E - AR
§ Pritomnost bakterii + + +
:ﬁ) Mnozstvi amplifikované DNA 15 ng 45 ng 45 ng
Odpovidajici mnostvi bunék 7,5.10° 2,25.10° 225.10
Citlivost PCR
Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
MnoZstvi bunék 5bh 15.10°h 15.10°b
1. Lactobacillus acidophilus
Tabulka 38: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek 1. Lactobacillus acidophilus
Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii
Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 -+ 4+ =
Z 2 A== A 4
= 3 AR AFrr S
_§ 4 AR A s
g 5 -+ 4+ 4+
2 6 -+ 4+ 4+
% Pritomnost bakterii + + +
.§ Mnozstvi amplifikované DNA 15 ng 45 ng 45 ng
*g Odpovidajici mnogstvi bunék 7.5.10° 2,25.10° 2,25.10°
i Citlivost PCR
— Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
Mnoistvi bunék 5b 15.10°b 15.10°h
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2. Lactobacillus acidophilus

Tabulka 39: Souhrn vysledkit PCR pro vyrobek 2. Lactobacillus acidophilus

Specifita PCR / detekce produktu PCR / pritomnost bakterii

Vyrobek Izolace DNA ¢. Doména Rod Druh
Bacteria Lactobacillus Lactobacillus
acidophilus
1 A==E AHE -
2 2 -+ 4+ +
= 3 S dHEEE 4+
_§ 4 -+ 4+ =
= 5 AR A==HF S
z 6 A= 4=HF 4=
% Pritomnost bakterii + + +
.§ Mnozstvi amplifikované DNA 15 ng 45 ng 45 ng
*g Odpovidajici mnostvi bunék 7,5.10° 2,25.10° 225.10
i Citlivost PCR
« Mnozstvi DNA 10 fg 3ng 300 pg
MnoZstvi bunék 5bh 15.10°b 15.10°b

DNA byla amplifikovdana v ruznych PCR za vzniku produktii PCR riizné intenzity, jez
souvisely s citlivosti PCR.
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7  DISKUZE

Vyznam prospésnych probiotickych mikroorganismt byl dlouhou dobu opomijen a hlavnim
zajmem byly patogenni mikroorganismy, jez jsou pfi¢inou ruznych poruch travici soustavy.
Je znamo, ze bakterialni aktivita v tlustém stfevé Clovéka je zapojena do fady chorobnych
stav [85]. Az béhem poslednich let je znacna pozornost vénovana pozitivnimu vlivu bakterii
na lidské zdravi. ProspéSné bakterie se snadno dostanou do zazivaciho traktu potravou.
Dopliiky stravy jsou zvlastni kategorii potravin a jsou definovany Zakonen ¢. 110/1997 Sb. O
potravinach a tabakovych vyrobcich a vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi ¢. 225/2008 Sb.,
kterou se stanovi pozadavky na dopliky stravy a obohacovani potravin. Jde o potraviny,
jejichz ucelem je dopliiovat beznou stravu a jsou zdrojem vitamind, mineralnich latek nebo
jinych latek s nutri€nim ¢i fyziologickym uc¢inkem a jsou uréené k pifimé spotiebé v malych
mnozstvich [13, 14]. Doplnék stravy neni 1éCivo, 1éCivy pripravek ¢i léciva latka [47].
Probiotiktim jako l1éciviim je vSak také vénovana pozornost.

Pro kontrolu kvality vyrobkd je dulezita presna identifikace probiotik. Molekularné
biologické metody jsou v poslednich letech diky své rychlosti a pfesnosti vyuzivany k
identifikaci bakterii stale Castéji na ukor metod morfologickych a fenotypovych, jez jsou z
hlediska taxonomie rodu Lactobacillus nespolehlivé [83, 82]. Z identifika¢nich molekularné
biologickych metod byla v praci pouzivana polymerazova fetézova reakce (PCR).

Prace byla zamérena na identifikaci probiotickych bakterii mlééného kvaSeni rodu
Lactobacillus a probiotického druhu Lactobacillus acidophilus deklarovanych na obalech
doplnkl stravy vyrobcem pomoci DNA amplifika¢nich metod. Vybrano bylo sedm doplikt
stravy z komer¢ni sit€, konkrétné vyrobky 1. APO - Lactobacillus 10+, 2. APO -
Lactobacillus 10+, Probiotika, Laktobacily “5”, Acidophilus, 1. Lactobacillus acidophilus a 2.
Lactobacillus acidophilus, jez byly podrobeny PCR specifickych pro doménu Bacteria, rod
Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus. Cilem préace bylo identifikovat probiotické
bakterie v sedmi testovanych preparatech a srovnat s bakteridlnim slozenim deklarovanym
vyrobcem na obale.

7.1 lIzolace DNA z C(isté bakterialni kultury pro pozitivni kontroly,
zjisténi citlivosti amplifikace

Bakterialni kultura kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833" a z ni izolovana a
purifikovand DNA metodou fenolové extrakce s naslednym presrazenim ethanolem byla
pouzivana jako pozitivni kontrola pfi praci s DNA izolovanou z komplexnich matric. Dale
slouzila ke stanoveni citlivosti PCR - tedy minimalniho mnozstvi DNA, které se amplifikuje v
PCR za vzniku amplikont, jez je mozné detekovat na agarosovém gelu. Metoda fenolové
extrakce je velmi naro¢na jak Casov€, tak pracovn€, a pouzivaji se pii jejim prabéhu toxicka
rozpoustédla [78].

Spektrofotometricky byla zjiSténa koncentrace a Cistota izolované DNA zmeéfenim absorbanci
v rozsahu vlnovych délek 220 - 320 nm [70]. Koncentrace izolované DNA byla 478 ng/pul.
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Absorbance namétena pii vinové délce 230 nm je mensi nez absorbance namérena pii vinové
délce 260 nm, coz potvrzuje, ze vzorek nebyl kontaminovan fenolem. Pomér absorbanci pri
vlnovych delkach 260 nm a 280 nm (Az6onm/A2s0nm) j€ vV rozmezi 1,8 az 2,0, vzorek je tedy
dostate¢né Cisty a neobsahuje proteiny [78, 79]. Izolovanda DNA byla po fenolové extrakci
natfedéna na 15 ng/ul pro pouziti v PCR.

7.2 Stanoveni citlivosti PCR s purifikovanou

Byla provedena PCR s riznym mnozstvim (koncentrace desitkového fedéni) purifikované
DNA bakteridlniho kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833 pro stanoveni citlivosti
amplifikace. V Tabulce 32 byla zvyraznéna vSechna mnozstvi DNA amplifikovatelna v PCR
specifickych pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus za
vzniku produkti PCR dobfe detekovatelnych v agarozové gelové elektroforéze. Jednotlivé
PCR se lisily ve své citlivosti. V PCR pro doménu Bacteria se amplifikoval detekovatelny
amplikon 1 z 10 fg DNA (5 bungk), zatimco pro PCR rodu Lactobacillus bylo tieba 3 ng
DNA. Toto mnozstvi lze piiblizné vztahnout na mnozstvi bunék 1,5 . 10°,

7.3 Hrubé lyzaty bunék a izolace DNA z komplexnich matric dopliki
stravy

DNA ze sedmi realnych vzorkli byla pfipravena dle optimalizovanych postupt. V Sesti
nezavislych opakovanich bylo navazeno po 1 g prasku pro pfipravu celkem Sesti hrubych
lyzatd bunék z kazdé komplexni matrice dopliku stravy pro porovnani mnozstvi DNA
izolované z 300 ul hrubych lyzati bunék pfipravenych z 1 g prasku kapsle na 5 ml lyzacniho
roztoku. 1 g prasku je obsazen asi ve 3 — 4 kapslich, dohromady tedy bylo odebrano 18 — 24
kapsli z kazdého dopliiku stravy. Pouzitim lysozymu a SDS detergentu byly poruseny stény
bakterialnich bunék a jejich membran, ¢imz doslo k uvolnéni bunécného obsahu [7]. Hrubé
lyzaty sedmi vzorkl pfipravené v 5 ml lyzacniho rozotku byly podrobeny agarozové gelové
elektroforéze. Bylo prokazano, ze buiiky byly lyzovany a byla detekovana pfitomnost DNA, 1
kdyz v nékterych vzorcich vemi slabé (vyrobky Probiotika, Acidophilus a 2. Lactobacillus
acidophilus).

Nutné bylo ziskat DNA v kvalité vhodné pro PCR. Z tohoto divodu byla k izolaci DNA z
hrubych lyzati bunek vybranych doplinkl stravy pouzita metoda reverzibilni adsorpce DNA
na pevné fazi s vyuzitim povrchu hydrofilni magnetické neporézni mikrocastice. Pouzivan byl
magneticky nosi¢ P(HEMA-co-GMA) pokryty karboxylovymi skupinami. DNA byla
izolovéana v pfitomnosti PEG 6000 (16 %) a NaCl (2 M) [65]. DNA byla eluovana v TE
pufru. Izolaci DNA pomoci magnetického nosice byla omezena kontaminace DNA inhibitory.
Pri identifikaci bakterii pomoci amplifika¢nich metod v realnych vzorcich je tfeba kontrolovat
vznik fale$né€ negativnich nebo pozitivnich vysledkt. Pric¢inou fale$né pozitivniho vysledku
muze byt kontaminace exogenni DNA, protoze PCR je metodou velmi citlivou [78]. Naopak
pficinou falesné¢ negativnich vysledki mize byt pravé pritomnost extracelularnich Cci
intracelularnich inhibitori at uz organické ¢i anorganické povahy [59,79], jez nasledné
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omezuyji ucinnost DNA amplifikace [50].

7.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z
komplexnich matric dopliki stravy

Spektrofotometrickym meéfenim na pfistroji NanoPhotometr byla zjiSténa koncentrace a
Cistota izolované DNA zmeéfenim absorbanci v rozsahu vinovych délek 220 - 320 nm [70].
Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezi 8 — 64,5 ng/ul. Vét§i rozmezi
koncentraci DNA mohlo byt zptisobeno nedokonalou lyzi bunééné stény pii izolaci DNA,
protoze bunécné stény nékterych bakterialnich kmend rodu Lactobacillus se obtizn€ lyzuji
[83], nebo pfitomnosti inhibitord.

Cistota DNA byla stanovena z poméru absorbanci pii vinovych delkach 260 nm a 280 nm
(Az60nm/Az280nm). Nachazi-1i se vysledna hodnota v rozmezi 1,8 — 2,0, je DNA ¢ista a obvykle
vhodna pro amplifikaci. Pfi poméru absorbanci Ajzsonm/Azsonm mensim nez 1,8 je DNA
kontaminovana proteiny a naopak pfi poméru absorbanci vétsSim nez 2,0 obsahuje vzorek
RNA [78, 79, 70]. DNA izolovana pomoci magnetickych nosi¢i byva dostatecné Cista pro
molekularné biologické aplikace [81]. Vyznamny vliv na vysledky PCR ma i kvalita (relativni
intaktnost) a kvantita izolované DNA [50]. Po zmé&feni koncentrace byla izolovana DNA pred
pouzitim k amplifikacim v pfipade€ vysSich koncentraci nafedéna na 15 ng/pl, protoze vetsi
mnozstvi DNA v PCR smésich vede k tvorbé nespecifickych produkti [55].

7.5 PCR pro doménu Bacteria a ovéreni amplifikovatelnosti DNA

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti izolované DNA byly pouzity primery F-eub a R-eub
specifické pro doménu Bacteria. Vyuzitim agarozové gelové elektroforézy byly detekovany
intenzivni specifické produkty PCR o velikosti 466 bp [22]. Spektrofotometricky naméfené
koncentrace DNA izolované z doplinkl stravy se pohybovaly v rozmezi 8 — 64,5 ng/ul.
Mnozstvi izolované DNA, jez byla amplifikovana v PCR, bylo asi 15 ng. Toto mnozstvi je
dostacujici, nebot’ v kazdém vzorku vsech izolaci se amplifikoval specificky produkt PCR
velmi silné intenzity. Tim bylo potvrzeno, ze DNA jak realnych vzorki izolovana pomoci
magnetického nosice, tak DNA z Cistého bakteridlniho kmene izolovana metodou fenolové
extrakce je amplifikovatelna v PCR. DNA izolovana ze vsech realnych vzorku dopliku
stravy obsahuje dostate¢né mnozstvi bakterialni DNA.

7.6  Rodové specificka PCR pro rod Lactobacillus

DNA byla analyzovana s vyuzitim PCR specifické pro rod Lactobacillus. Pro rodové zarazeni
izolované DNA byly pouzity primery LbIMA-1 a R16-1 specifické pro rod Lactobacillus.
PCR smési obsahovaly zhruba stejné mnozstvi DNA — 45 ng. Amplifikovany produkt PCR
byl detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy s naslednym obarvenim gelu ethidium
bromidem. Byl detekovan specificky produkt PCR o velikosti 250 bp [90] u Sesti testovanych
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doplnkut stravy (1. APO — Lactobacillus 10+, 2. APO — Lactobacillus 10+, Laktobacily “5”,
Acidophilus, 1. Lactobacillus acidophilus a 2. Lactobacillus acidophilus). Timto byla
potvrzena pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus v Sesti vyrobcich, kde jde o soulad s tdaji
deklarovanymi na obalu.

U produktu Probiotika nebyla pfitomnost DNA rodu Lactobacillus za danych
experimentalnich podminek prokazéana. Nejniz§i mnozstvi DNA rodu Lactobacillus, jez je
mozné detekovat v PCR, jsou 3 ng (1,5 - 10° bungk). Je pravdépodobné, e v analyzovaném
mnozstvi tohoto vyrobku je méné nez 1,5 - 10° bunék. Souvisi to s nizkou citlivosti PCR pro
rod Lactobacillus. Vyrobce u svého produktu Probiotika totiz kromé& Lactobacillus
acidophilus deklaruje 1 vyskyt jinych probiotickych bakterii (Bifidobacterium bifidum a
Enterococcus faecum) v celkovém deklarovaném mnozstvi 100 mg.

7.7  Druhové specificka PCR pro druh Lactobacillus acidophilus

Pro kone¢nou identifikaci byla pouzita druhové specificka PCR pro druh Lactobacillus
acidophilus. Probéhla s druhoveé specifickymi primery Aci 16SI a 16SII. Primery byly
navrzeny Tilsala-Timisjavi a spol. [90]. PCR smési obsahovaly zhruba stejné mnozstvi DNA
— 45 ng. Produkt PCR o velikosti 800 bp byl detekovan ve vSech vzorcich, avsak pfi riznych
izolacich v riznych intenzitach. Druh Lactobacillus acidophilus byl prokazan ve vsech sedmi
dopliicich stravy (1. APO — Lactobacillus 10+, 2. APO — Lactobacillus 10+, Probiotika,
Laktobacily “5”, Acidophilus, 1. Lactobacillus acidophilus a 2. Lactobacillus acidophilus).
Tim se prokézalo, ze vyrobek Probiotika obsahoval buiiky rodu Lactobacillus, a ze vyse
uvedené problémy byly zplisobeny nizkou citlivosti PCR pro rod Lactobacillus. Podatilo se
prokazat druh Lactobacillus acidophilus ve vSech testovanych vyrobcich.

7.8  Souhrn vysledki PCR v ramci jednotlivych izolaci

V souladu s deklarovanym slozenim uvadénym vyrobci na obalech produktl byly
analyzovany dopliiky stravy - 1. APO — Lactobacillus 10+, 2. APO — Lactobacillus 10+,
Probiotika, Laktobacily “5”, Acidophilus, 1. Lactobacillus acidophilus a 2. Lactobacillus
acidophilus na pfitomnost BMK rodu Lactobacillus a druhu Lactobacillus acidophilus. U
vSech sedmi vyrobkl byl deklarovany druh Lactobacillus acidophilus potvrzen. U jednoho
vyrobku (Probiotika) nebyl potvrzen deklarovany rod Lactobacillus. Musi tam vsSak byt,
jelikoz byl u tohoto vyrobku prokazan druh Lactobacillus acidophilus. Souvisi to s citlivosti
PCR.

Pfitomnost deklarovanych probiotickych BMK rodu Lactobacillus a druhu Lactobacillus
acidophilus nebyla prokazana ve vSech nezavislych izolacich. Specifické produkty PCR z
probiotickych preparatd pro rod Lactobacillus a druh Lactobacillus acidophilus byly
amplifikovany v kazdé ze Sesti nezavislych izolaci ve velmi rozdilnych intenzitdch nebo
nebyly detekovany vibec. Je tak pravdépodobné, ze mnozstvi DNA izolované z 300 pul
hrubych lyzatt bunék piipravenych z 1 g prasku kapsle na 5 ml lyzac¢niho roztoku, se lisi.
Muze to byt rovnéz zapfiCinéné tim, ze se pii izolaci magnetickym nosi¢em odseparovalo
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velmi malé mnozstvi DNA. Jednou z pfi¢in mize byt i technologie vyroby. Bakterialni
slozeni vyrobki je vicedruhové. V 1 g nekterych vyrobki ma druh Lactobacillus acidophilus
zastoupeni pouze 5 %. Mnozstvi cilové DNA tak nebylo nékdy ani detekovatelné. Shrnuti
detekce jednotlivych vyrobka v Sesti izolacich, vCetné nejniz§iho mnozstvi DNA, které se
amplifikuje v PCR za vzniku produkti PCR, je uvedeno v kapitole 6.8 v Tabulkach 33 - 39.

Analyza dopliika stravy v Sesti opakovanich prokazala, ze mnozstvi a zastoupeni bakterilnich
druht je v souladu s informaci uvedené na obalu produktu [64]. V dnesni dob€ je komeréné
dostupné nepieberné mnozstvi dopliku stravy a ve prospéch konzumentl je nutné odhalit
takové dopliiky, jejichz kvalita nesaha na pozadovanou uroven [44]. V Londyné testovali
nejmenované dopliky stravy a zjistili, ze u nékterych z nich je nespravné popsano bakterialni
slozeni vyrobku na obale, nékteré dopliikky stravy obsahovaly vyrazné niz§i mnozsvi
bakterialniho kmene, nez bylo deklarovano, a na druhou stranu jiné zase obsahovaly
bakterialni kmeny, jez nebyly vyrobcem deklarovany [23]. V jiné belgické studii prokazali
neshodu identifikovanych bakterialnich kment s deklarovanym slozenim u 47 % testovanych
doplnku stravy [82]. Pouzité metody identifikace zatim nejsou dostatecné robustni pro rutinni
vyuziti. Experimenty na dikaz bakterialnich rodi a druhti v dopliicich stravy pomoci
specifickych PCR je zadouci dale optimalizovat. Napiilad navrhnout nové primery, pouzit
jinou ucinngjsi polymerazu nebo ji aplikovat ve vét§Sim mnozstvi. Klicové je pouziti metod
PCR, které umoziiuji detekovat amplikony po amplifikaci DNA z malého poctu bunék, tzn.
pouzit dostatecné citlivé PCR.
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ZAVER
1. Specifické produkty PCR z probiotickych preparatu pro rod Lactobacillus a druh

Lactobacillus acidophilus byly amplifikovany v kazdé ze Sesti nezavislych izolaci ve
velmi rozdilnych intenzitach nebo nebyly detekovany vubec.

2. Mnozstvi DNA izolované z 300 ul hrubych lyzati bunék (1 g prasku kapsle na 5 ml
lyzacniho roztoku) pripravenych v Sesti nezavislych opakovanich se lisilo.

3. DNA byla amplifikovatelna v PCR s riiznou intenzitou, ktera zavisela na citlivosti
PCR:

o DNA domény Bacteria byla prokazana u vSech vyrobkil v kazdém ze Sesti
nezavislych opakovani.

o DNA rodu Lactobacillus byla detekovana u vsech vyrobkda, ale ne ve v§ech
Sesti nezavislych opakovanich. Vyjimkou byl vyrobek Probiotika, kde nebyla
DNA rodu Lactobacillus detekovana vibec.

o DNA druhu Lactobacillus acidophilus byla detekovana u vSech vyrobk, ale
ne ve vSech Sesti nezavislych opakovéanich.

4. Byla prokazana shoda s udaji deklarovanymi vyrobci.

5. Pouzita metoda identifikace zatim neni dostatecné robustni pro rutinni vyuziti.
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10 SEZNAM ZKRATEK

BMK
bp
DNA
dNTP
EDTA
EtBr
FCH

GRAS

PCR
P(HEMA-co-GMA)
SDS
TBE

TE

Bakterie mlé¢ného kvaseni

par bazi (base pair)
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifosfat
ethylendiaminotetraoctova kyselina
ethidium bromid

Fakulta chemicka

vSeobecné povazovany za bezpecny (Generally Recognized as
Safe

Polymerazova retézova reakce

poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat)
dodecylsulfat sodny

Tris — borat —- EDTA

Tris - EDTA
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