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ABSTRAKT

Teoreticka Cast prace se veénuje potravinam a potravinovym doplikim s obsahem
mikroorganisma, predevsim bakterii. Dale pojednava o metodach identifikace téchto bakterii,
pfedev§im o polymerazové tetézové reakci (PCR). Zahrnuje také PCR v realném cCase
a zvlastni pozornost je vénovana vysokorozliSovaci analyze kfivky tani (HRM).

V experimentalni casti byla z vybraného probiotického vyrobku izolovana DNA pomoci
magnetickych mikrocastic. Byla stanovena jeji koncentrace a dale byla podrobena PCR
s naslednou detekci agardzovou gelovou elektroforézou. Pro upfesnéni vysledklii byla
provedena také HRM analyza.

ABSTRACT

Theoretical part of the thesis was focused on foods and food supplements containing
microorganisms, especially bacteria. Furthermore, the thesis deals with methods for
identification of the bacteria, primarily polymerase chain reaction (PCR). The thesis also
includes real-time PCR and is specially focused on high resolution melting analysis (HRM).

During the experimental part, the DNA sample was isolated from a chosen probiotics product
using magnetic microparticles. The concentration of the DNA sample was determinate and
DNA was subjected to PCR with subsequent detection PCR products by agarose gel
electrophoresis. To the results specify HRM analysis was then performed.

KLICOVA SLOVA

PCR, PCR v redlném cCase, HRM analyza, amplifikace DNA, izolace DNA, identifikace
bakterii v potravinafstvi

KEYWORDS
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1 UVOD

V moderni dobé, kdy je vSude potravy dostatek, hojné nartstaji pozadavky na jeji kvalitu a na
trhu vladne souboj prodejct o nejlepsi pomér ceny a kvality. Vzhledem k tomu, Ze potrava
tvori nas zasadni energeticky pfijem a do jisté miry nas utvarfi, je vhodné vénovat pozornost
tomu, co vlastné jime.

Kromé vizualni detekce a kontroly sloZzeni pomoci informaci na obale je vSak dobré védét,
zda potravina neobsahuje i dalsi slozky v podobé mikroorganismi. At uz se jedna o ty
nezadouci, nebo naopak ty s pozitivnim uUCinkem na lidské zdravi, jejichz pfitomnost je
v nekterych potravinach vyzadovana.

K posouzeni mikrobiologického obsahu potravin by mély byt pouzivany metody co
nejvyspélejsi, schopné detekovat i malé mnozstvi mikroorganismt, a zabranit tak tfeba
kontaminaci potravy patogennimi mikroorganismy. Zaroven by u takové metody mél byt
kladen diraz na jednoduchost a rychlost z divodu moznosti otestovani co nejvét§iho mnozstvi
vzorkl v co nejkrat$im Case a nejlépe 1 za co nejméné penéz.

Mikrobiologické analyze potravin jisté¢ v poslednich letech byla velkym pfinosem metoda
polymerazové fet€zové reakce, jez umoznila namnozeni useku DNA bez nutnosti zdlouhavé
kultivace mikroorganismu, a to i z malého mnozstvi templatové DNA. Po tomto objevu
nasledovala PCR v redlném case. Tim doSlo opét k urychleni procesu analyzy, protoze jiz
nebylo nutné elektroforetické vyhodnocovani.

Vedle vyvinu PCR v realném case se vyvijeji i nové metody detekce produktu, jez by mohly
jesté zvysit jeji presnost a ucinnost. Takovou metodou by mohla byt i1 vysokorozliSovaci
analyza kiivky tani. Jeji vyhodou by méla byt pravé vysoka citlivost a rychlost detekce.
Samoziejmé kazda metoda s sebou kromé vyhod piinasi 1 jista uskali. Zalezi na jejim vyuziti
pro konkrétni ptipady a zhodnoceni, zda vyhody pfedci nevyhody.

VysokorozliSovaci analyza kiivky tani skryva velky potencial pro identifikaci bakterii
v potravinach. Aktualné miaze zvysit komfort a kvalitu mikrobiologické analyzy potravin a do
budoucna poslouzit tieba jako inspirace k vyvoji nové metody.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Potraviny a potravinové dopliiky s obsahem mikroorganismu

Potraviny a potravinové dopliiky konzumované v dne$ni dob& nejsou, navzdory pfisnym
hygienickym opatfenim, ani zdaleka sterilni. Vé&tSinou obsahuji rozsahla spolecenstvi
mikroorganismua, které vSak nemusi nutn€é znamenat zavadnost potravin, ba naopak,
u neékterych vyrobkt jsou dokonce zadouci a maji pozitivni vliv na lidské zdravi. Jiné
potraviny s sebou pfinasi mikroorganismy, které nam sice neublizi, ale nevykazuji zadny
pozitivni ucinek na lidské zdravi. Jsou to mikroorganismy pochazejici z pfirozeného
prostiedi, v némz se puvodné potravina nachazela, nebo se muze jednat o pfirozenou
mikrofloru konzumovanych zivocicha.

Vyskyt mikroorganisma je samoziejmé z divodu bezpecnosti oSetien legislativn€, konkrétné
nafizenim EU o mikrobiologické bezpecnosti potravin €. 2073/2005. Zakladni mySlenkou
tohoto nafizeni, které zahrnuje pouze ty mikroorganismy, u kterych je dokladovano realné
nebezpeci s ohledem na jejich vyskyt a rozSifeni, je, ze potraviny nesméji obsahovat
mikroorganismy nebo jejich toxiny ¢i metabolity v mnozstvich, ktera predstavuji nepfijatelné
riziko pro lidské zdravi. Hlavni odpovédnost za plnéni tohoto natfizeni lezi na provozovatelich
potravinarskych zafizeni — vyrobcich potravin [1].

2.1.1 Zdravi prospé$né mikroorganismy

Kromé bakterii vykazujicich pfedevsim probiotické ucinky jsou soucasti neékterych potravin
také plisné nebo kvasinky, jez jsou u danych vyrobka nedilnou soucasti vyrobniho procesu
a nakonec 1 vyrobku samotného.

Takto uzivanym mikroorganismim byl udélen americky status GRAS (generally recognized
as safe), coz svédCi o jejich zdravotni nezavadnosti pii konzumaci. Jedna se napiiklad
o uSlechtilé plisné u plisniovych syrd, nebo u fermentovanych masnych vyrobka. Zastupcem
téchto plisni je Penicillium roqueforti, pliseni pouzivana pii zrani plisnovych syra [2].

Zdravotné nezavadné jsou i mikroorganismy majici pfedevsim biotechnologicky vyznam,
jsou tedy nezbytné pro proces vyroby, i kdyz ve vyrobku samotném se nakonec nachazi
v podstatné mensi mife, zdivodu jejich odstranéni pro dal§i vyuziti. Mezi tyto
mikroorganismy patii kvasinka Sacharomyces cerevisiae, nepostradatelna pii vyrobé piva,
vina i lihu.

Tato kvasinka je vyuzivana i1 pro vyrobu drozdi. To obsahuje velké mnozstvi zdravi
prospésnych latek, kromé aminokyselin, proteinii a mineralti jsou to predev§im vitaminy
skupiny B [3].

I bakterie maji kromé probiotickych ucinka svij technologicky vyznam, a to tieba pii vyrobé
octu, pfi jehoz produkei je vyuzivana bakterie Acetobacter aceti [4].

2.1.1.1 Potraviny s obsahem probiotik

Mikroorganismy s pozitivnim ufinkem na lidské zdravi jsou bezesporu probiotické
mikroorganismy, neboli probiotika. Napomahaji obnovovat a udrzovat pfirozenou mikrofloru
nejen traviciho traktu, ale i sliznic nebo dutiny ustni [5]. Radi se mezi n& fermentované
vyrobky s pfidavkem zivych bakterii (rody Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus),
které pozitivné ovliviiuji zdravi cloveéka zlepsenim mikrobidlni rovnovahy travici
soustavy [6]. Aby mohly byt mikroorganismy oznacovany jako probiotické, musi vykazovat
jisté vlastnosti. Nejdualezit€jsi takovou vlastnosti je jejich pozitivni vliv na lidsky organismus
bez negativnich vedlejsich ucinka [7]. Pro pozitivni uCinek na zazivaci trakt je nezbytné, aby



byly mikroorganismy zivotaschopné po dobu skladovani vyrobku a prezily pifi prichodu
travidi trubici, kde musi byt schopny pomnozit se a kolonizovat zazivaci trakt [5].

Pozitivnich G¢inku probiotik na lidsky organismus je hned nékolik. ZlepSenim stavu stievni
mikroflory dochazi k posileni imunity, snizeni hladiny cholesterolu a omezeni plsobeni
patogent vyskytujicich se ve stfevech. U lidi s intoleranci na laktozu doslo pii pravidelné
konzumaci probiotik dokonce k umirnéni symptomu této intolerance [8].

Jak jiz bylo feCeno, probiotika se vyskytuji prevazné ve fermentovanych mlécnych vyrobcich,
jako je jogurt, kefir, acidofilni mléko a syry. Za probiotické ucinky téchto potravin vdécime
bakteriim mlécného kvaSeni. Do mléénych vyrobka se piidavaji z probiotickych ptipravku,
jez se nejCastéji prodavaji v kombinaci Lactobacillus species nebo Bifidobacterium species.
Samoziejmé vicedruhové probiotické piipravky mohou mit za nasledek vétsi ucinnost, jelikoz
vykazuji aditivni acinky [9].

Kromé notoricky znamych mlécnych vyrobkii mizeme probiotické mikroorganismy nalézt
také ve fermentovanych masnych vyrobcich, jez jsou také vysledkem mlééného kvaseni.
Dominantni postaveni pii fermentaci masnych vyrobka drzi bakterie Lactobacillus sake
a Lactobacillus curvatus [10]. U téchto produkti je vSak potfeba zvazit jejich pozitivni
probioticky vliv na zdravi v porovnani s vlivem ostatnich slozek, jako je vysoky obsah tuku
a soli.

Na druhou stranu vice kladnych G€inki na zdravi ma fermentovana zelenina, v Evropé
rozsitené je naptiklad fermentované zeli, dale tfeba okurky nebo olivy. Pro fermentaci se
pouziva zelenina pasterovana, tedy zbavena vSech mikroorganismi, béhem fermentace je pak
obohacena o kultury Lactobacillus plantarium, Lactobacillus casei a dalsi [10].

Vyjma potravin majicich kromé probiotickych ucinka i vyzivovou hodnotu mohou byt pfi
akutnim nedostatku néekterych mikroorganismi uzivany probiotické dopliiky stravy. Ty
obsahuji velmi specifickou kombinaci mikroorganismii pro feSeni konkrétnich potizi. Lze je
uzivat napiiklad pfi nutnosti konzumace antibiotik pro obnovu pfirozené mikroflory nebo pro
feSeni akutnich zanétlivych stfevnich potizi. Konkrétné pro tyto ucely jsou pouzivany
probiotika s obsahem kultur Lactobacillus acidophilus (obrazek 1) a Bifidobacterium animalis
(obrazek 2).

Obrazek 1: Lactobacillus acidophilus [11]
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Obrazek 2: Bifidobacterium animalis [12]

2.1.2 Nezadouci mikroorganismy v potravinach

Kromé mikroorganismd, které jsou pro lidské télo prospésné, se v potravinach mohou
vyskytnout 1 mikroorganismy nezadouci. Takovéto mikroorganismy se nazyvaji patogenni
a zpusobuji ruzné infekce. Jejich pfitomnost je zpisobena Spatnym uskladnénim produktu,
nedostate¢nou upravou nebo ne zcela aseptickym zachazenim. V ptipad¢, kdy nakaza potravy
vznikla pouzitim jiz nemocnych zvifat nebo produktd z nich, mluvime o primarni nakaze.
Pokud k nakaze doslo az pfi piipraveé, upravé Ci uskladnéni vyrobku, jedna se o nakazu
sekundarni.

Nejcastejsi pfi¢inou bakterialnich onemocnéni z potravy jsou bakterie rodu Salmonella
zpusobujici salmonelozu. Zdrojem bakterii je vyhradné€ potrava zivoci§ného puvodu, lze je
vSak uspésné zlikvidovat varem. Samotna nemoc se pak projevuje zvySenou telpotou, prijmy
a zvracenim.

Velmi nebezpe¢nou muze byt nakaza bakteriemi Clostridium botulinum, jejiz prenos nastava
pii konzumaci konzervovanych potravin s nedostatecnou tepelnou upravou. Témito
bakteriemi zplisobena nemoc se nazyva botulismus, a mezi jeji pfiznaky patii bolesti hlavy,
zvraceni, obtize pifi mluveni a polykani. Prevenci pienosu bakterii je dodrzeni
technologického postupu pii vyrobé konzerv, a jejich spravné uskladnéni.

I kvili patogennim mikroorganismim je potfeba co nejpfesnéjSich metod stanoveni
mikroorganisma, pro zajisténi bezpeCnych potravin spotiebitelim.
2.2 Metody stanoveni mikroorganismu v potravinach

Mikrobiologicka analyza ma pifi vyrob€ potravin velmi vyznamnou roli. Mikroorganismy
v potravinach nemusi byt pouze nezadouci, ale naopak i nezbytné pii zpracovani potravin,
jako tfeba pii vyrobé fermentovanych vyrobki. Se vzrustajicimi pozadavky na produkci
bezpecnych a kvalitnich potravin vzrusta i potieba jednoduché, rychlé a spolehlivé detekce
mikroorganisma [13].

e V hojné mife vyuzivanym postupem piedevSim pro svou finanni nenarocnost je
metoda kultivacni. Spociva v klasickém umisténi analyzovaného vzorku na Zzivné
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médium a nasledné kultivaci. Vyhodou metody je jednoduchost a moznost
kvantitativniho 1 kvalitativniho stanoveni. Nevyhodou je ¢asova naroCnost, detekce
rastu vizualné a né€kdy nezbytna kultivace i v né€kolika zivnych médiich, zejména
u patogennich mikroorganismti, coz ma za nasledek také vysokou pracnost [13]. Pii
kultivacni metodé lze s vyhodou pouzit chromogenni média. Ta dokazou rozlisit
mikroorganismy nejen na urovni rodd, ale i na Grovni druhii na zakladé specifické
reakce se slozkami média, ktera ma za nasledek specifické zbarveni kolonii [14].

e Dalsi vyznamnou skupinou metod pro mikrobialni analyzu potravin jsou metody
imunochemické, neékdy také oznaovany jako imunologické. U téchto metod je
k detekci vyuzivana reakce mezi protilatkou a antigenem [14]. Antigen je molekula
vyvolavajici v zivych organismech produkci specifickych latek. Pti analyze mohou
jako antigen slouzit specifické ¢asti cilového mikroorganismu. Protilatky jsou proteiny
produkované B-lymfocyty zivoCicht po jejich infekci cizi molekulou nebo
mikroorganismem [13]. Tyto metody jsou uziteCné zejména pro stanoveni patogennich
mikroorganismua nebo nékterych toxint a maji fadu vyhod, jako je specifita, rychlost,
jednoduchost a nenarocnost na laboratorni vybaveni. I tyto metody vSak maji sva
uskali, jako je doprovodna mikroflora, ktera muze inhibovat rast sledovaného
mikroorganismu. Mikroorganismy mohou byt také poskozeny technologii vyroby,
a proto neschopny dale rust [14].

e NejmladSimi metodami vyuzivanymi k identifikaci mikroorganismii v potravinach
jsou metody molekularni biologie. Jsou schopny poskytnout pfesné, objektivni,
reprodukovatelné vysledky a umoziiuji identifikovat mikroorganismy bez nutnosti
kultivace, ¢imz zkracuji celkovy cCas kidentifikaci potiebny. Metody molekularni
biologie muzeme rozdélit na klasické, kde nedochazi k amplifikaci nukleové kyseliny,
a je proto vyzadovano velké mnozstvi DNA nebo RNA k vyizolovani
z analyzovaného vzorku. Druhym typem jsou metody amplifika¢ni. Tyto metody jsou
zalozeny predevSim na polymerazové fetézové reakci, a tedy na znalosti genomu
detekovaného organismu. Vreakci se pouzivaji c¢asti genomu pro dany
mikroorganismus charakteristické [13, 14].

2.2.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zkratka PCR pochézi z anglického vyrazu Polymerase Chain Reaction. Tato metoda spociva
v namnozeni neboli amplifikaci urCitého tseku DNA za ptasobeni DNA polymerazy. Je
inspirovana pifirozenym dé&jem — replikaci.

2.2.1.1 Prubéh PCR

K vybranému useku denaturované DNA se navazuji oligonukleotidy, tzv. primery, od nichz
se syntetizuje novy fetézec DNA ve sméru 5’ —3’ [15]. PCR probiha ve tfech cyklicky
se opakujicich krocich, které se navzajem lisi reak¢ni teplotou, jak ukazuje obrazek 3 [16].

1. V prvnim kroku dochazi k denaturaci. V molekule templatové dsDNA se rozrusi vodikové
mustky mezi bazemi a vznikaji dvé ssDNA. Tento krok probiha pfi teplot€ 95 °C. Je nutné,
aby doslo k uplnému odd€leni fetézcu, aby se zabranilo jejich zpétné renaturaci. Za timto
ucelem byva tato faze v prvnim cyklu prodlouzena i na nékolik minut. V dalSich cyklech
pak probiha po dobu 15 — 45 s.

2. Ve druhém kroku probiha hybridizace. Reak¢ni smés je ochlazena na 50— 65 °C
v zavislosti na teploté tani primerd a DNA. V dusledku poklesu teploty jsou primery
komplementarné pfipojeny na specificka mista ssDNA. Tato faze trva 30 — 60 s a jeji
teplota je velmi specificka. Cim vice se blizi teploté tani (viz oddil 2.2.3.1) daného fetézce,
tim vice komplementarni spolu musi byt pfipojovany primer a dany usek DNA matrice. Pfi
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teplotach nizsich miaze dojit k hybridizaci i ne zcela komplementarnich asekd nukleovych
kyselin. Pfi pfili§ nizké teploté nebo pfi neuplné denaturaci v prvnim kroku by mohlo
dokonce dojit ke spojeni dvou primerut, a vznikly by tzv. dimery primert.

3. Ve tfetim kroku zvaném elongace se prodluzuje nové vlakno DNA od primeru ve sméru
5> —3’. Tento krok probihd pii teplote¢ 65—75°C po dobu 60-70s za katalyzy
termostabilni DNA polymerazou. V poslednim cyklu byva tato faze opét prodlouzena na
nékolik minut, aby doslo ke kompletni syntéze fet€ézce DNA [15 — 17].

DNA primery

materska u - DNA polymeraza nuklectidy
DNA Taq
krok 1. templatove DNAviakno d
denaturace
5.’
95°¢
krok 2:
hYbrIdlZﬂfE Uzek DNAK
dve DN& vlakna 55:_{: & amplifikaci
krok 3:
elongace
72°C

opakovani
oyklu

Obrazek 3: Schéma pritbéhu PCR, upraveno podle [16]

Optimalni pocet cyklt se pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykld. V kazdém cyklu vznikaji
nova vlakna, ktera lze opét pouzit jako templat pro dalsi syntézu DNA, ¢imz lze vytvofit az
10° kopii pozadovaného useku DNA. Takto vzniklé kopie se nazyvaji amplikony a celému
procesu se fika amplifikace [15].

Je zfejmé, ze v prvnim cyklu vzniknou vlékna delsi, nez je pozadovany usek DNA, protoze
DNA polymeréaza prodlouzi fetézec od primeru az do konce templatové DNA. Ve druhém
cyklu poslouzi takto vznikla DNA jako templat a po rozvolnéni bude vlakno vzniklé v prvnim
cyklu jiz ohraniCeno z jedné strany primerem, tudiz vlakno k nému nové nasyntetizované
bude mit jiz pozadovanou délku. V dalSich cyklech budou podle vlakna pozadované délky
vznikat uz jen vlakna stejn€ dlouha. Vysledkem PCR tedy bude smés amplikoni pozadované
délky a amplikont tuto délku presahujicich. Amplikony pozadované délky budou v pribéhu
celé reakce pfibyvat exponencialné, zatimco ty delSi pouze linearné, proto ¢im vice cykla
probéhne, tim zanedbatelnéjsi bude podil delsich fetézcu [18].

Reakéni smés pro PCR se sklada z nésledujicich slozek:

e PCR voda pouzivana pro dopliiovani objemu.
e PCR puft, jenz vytvafi optimalni prostiedi pro DNA polymerazu. Obsahuje predevsim
Mg** ionty, jez zajistuji udrzeni enzymatické aktivity Tag DNA polymerazy [15].
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e dNTP - deoxynukleosidtrifosfaty, jez jsou nepostradatelné pro syntézu nového retézce
DNA. Zahrnuje ekvimolarni mnozstvi dATP, dCTP, dGTP, dTTP [15, 17].

e Primery — synteticky pfipravené oligonukleotidy komplementarni se sekvencemi
ohranicujicimi pozadovany usek amplifikované DNA [17].

e DNA polymeraza zajiStujici syntézu nového fetézce ve sméru 5’ —3° od mista
navazani primeru. Kvili vysoké teploté na zacCatku reakce se pouziva polymerazy
izolované z termofilnich organismi, nejCastéji bakterie Thermus aquaticus, odtud
Tag DNA polymeraza. Diky tomu, Ze polymeraza snese i vysoké teploty, je mozné
celou reakci provést bez preruSeni, coz snizuje riziko kontaminace a vzniku chyb
meéfeni. Pii vy$§im poctu cykld se u¢innost polymerazy snizuje.

e DNA templat, jenz slouzi jako matrice pro syntézu novych fetézcu, obsahuje cilova
mista pro primery [15].

Celkovy objem reakéni smési je 25 —30 ul. Samotna reakce probiha v zafizeni zvaném
termocykler, jenz po naprogramovani sam stiida pozadované teploty po zvolenou dobu.

2.2.2 PCR v realném cCase

Pti konvencni PCR je produkt detekovan po ukonceni reakce gelovou elektroforézou. Tato
metoda ma vSak omezenou specifitu, jelikoz nemohou byt rozliseny rtizné molekuly o stejné
molekulové hmotnosti. Navic je pouze semikvantitativni. Pfi PCR v realném case je mozné
sledovat vznikajici produkt jiz béhem reakce v kazdém cyklu, a to pomoci fluorescencniho
signalu. Méfenim zmén v intenzité fluorescenéniho signdlu je mozné urCit progres
v amplifikaci. PCR v realném case také umoziiuje kvantifikaci produktu, tedy pfesné urceni
vychoziho mnozstvi daného useku DNA v analyzovaném vzorku, proto je také oznaCovana
jako qPCR [18].

Prabéh qPCR je obdobny jako u konvencni PCR, stejné tak jako slozeni reakcni smési, ovsem
s tim rozdilem, ze reakéni smés pro qPCR obsahuje fluorescen¢ni molekuly. Diky témto
molekulam muze byt na konci kazdého cyklu meéfena fluorescence, ktera odpovida
koncentraci produktu v reakéni smeési [19]. Vysledkem méteni je amplifikacni kfivka, jakou
ukazuje obrazek 4. Je to zavislost intenzity fluorescence na poc¢tu cykld, ktera ma esovity tvar
a lze ji rozdélit na tfi Casti. V prvni Casti je vreak¢ni smési jen velmi malé mnozstvi
amplifikované DNA a intenzita fluorescencniho signalu je tak nizka, ze se nachazi pod mezi
detekce zafizeni, a nemuze proto byt méfena. Tato faze se nazyva background. Druha faze je
fazi exponencialniho ristu, kdy se mnozstvi produktu exponencialné zvysSuje. Posledni fazi je
tzv. plato faze, pii niz dochazi k saturaci systému, mnozstvi amplifikovaného produktu se
dale neméni a intenzita fluorescenéniho signalu je stale stejna. Cim difve nastava
exponencialni faze, tim vice obsahoval vzorek na pocatku templatové DNA.

Pro detekci produktu qPCR jsou uzivany tfi metody. Pro svou jednoduchost je nejhojnéji
vyuzivana metoda interkala¢niho barviva vazajiciho se na DNA [18]. Tato metoda vyuziva
fluorescencnich barviv, ktera pii navazani na dsDNA vyrazn€ fluoreskuji, zatimco pii
samovolné existenci v reak¢éni smesi pro PCR emituji jen velmi malé mnozstvi zafeni. Jejich
vyhodou je jednoduchost a dobrd finan¢ni dostupnost, nevyhodou je neschopnost rozlisit
specifické a nespecifické produkty, tedy napf. komplementarné spojené primery. Jako
interkala¢ni barvivo se nejCast&ji pouziva SYBR Green I [19].

Mezi dal§i moznosti detekce produktu qPCR patii pouziti fluorescenéné zhaSenych sond
vazajicich se na stfedni ¢ast amplifikovaného produktu a fluorescen¢né znacenych primerd.
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PCR v readlném case probihd v zafizeni podobném termocykleru s integrovanym fluorimetrem
nazyvajicim se cykler [18]. Diky tomu, ze amplifikace 1 indetifikace produktu probihaji
v jednom zafizeni, je omezena kontaminace vzorku a vznik dalSich chyb.

A
T 3
(Ngly= ’ID‘

(Mg} = 10°

intenzita fluorescence

fluorescentni

e o e s T - filn o e ¥ s e ™

(C)y (C), (C)y poletcykll
Obrazek 4: Amplifikacni krivka [20]

2.2.3 VysokorozliSovaci analyza krivky tani (HRM)

Zkratka HRM pochazi z anglického vyrazu High Resolution Melting, coz do ¢eStiny byva
prekladano jako vysokorozliSovaci analyza kiivky tani. Jedna se o nové€jsi formu detekce
pomoci analyzy kiivky tani [19]. Je to metoda velmi citliva, zalozena na rozpoznani malych
rozdila ve tvaru kfivky tani analyzovanych vzorkt [21]. HRM je tedy vhodna i k rozliSeni
usektt DNA lisicich se pouze o jednu bazi [22].

2.2.3.1 Princip HRM

Dvouretézcova DNA je velmi stabilni pii pokojové teploté, ovSem pii nartstu teploty dochazi
k rozovolnéni vlaken az k jejich uplnému oddéleni. Teplota, pii které je pravé 50 % DNA
denaturovano, se nazyva teplota tani (T,, — z anglického vyrazu melting temperature) [23].
Teplota tani zavisi jak na délce DNA fetézce, tak na poctu part bazi guaninu a cytosinu.
Jelikoz guanin a cytosin jsou v antiparalelnich fetézcich molekuly nukleové kyseliny vazany
tfemi vodikovymi mustky, zatimco adenin s tyminem pouze dvéma, je teplota tani fetézce tim

vvvvv

Analyza kiivky tani byva zarazovana za qPCR v pfitomnosti interkala¢niho barviva (SYBR
Green I). Spociva v postupném zvySovani teploty, jez ma za nasledek rozdéleni fetézct praveé
vytvorenych amplikond. Na zacatku analyzy je tedy mozné pozorovat vyraznou fluorescenci
zpusobenou barvivy navazanymi na dsDNA. Postupnym oteplovanim dochazi k rozdéleni
fetézci dsDNA a uvolnéni molekul barviva do roztoku, kde samy vykazuji jen velmi nizkou
fluorescenci. S nartstajici teplotou tedy fluorescence postupné klesa a vysledkem je kiivka
zavislosti klesajici fluorescence na vzrastajici teploté, znama jako kiivka tani. Teplota tani se
ur¢i z bodu inflexe kiivky tani, pfesnéji z piku kiivky zaporné vzaté derivace fluorescence
podle teploty v zavislosti na teploté [22]. Teplota tani a tvar kiivky tani jsou ovlivnény délkou
amplikonu, sekvenci bazi a mnozstvim obsazenych part bazi guaninu a cytosinu [24].

Vyspélejsi formou analyzy kiivky tani je pravé HRM analyza. Rozdil spociva ve vyuziti
saturaCnich barviv namisto interkalacnich, ktera nepisobi inhibi¢né na DNA polymerazu ani
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ve vysoké koncentraci, napi. LC Green PLUS, Eva Green nebo SYTO9. Tato barviva
umoziuji oznafeni PCR produktd po celé jejich délce, takze vSechny amplifikované oblasti
mohou byt detekovany [22].

Pti vytvareni primeri pro PCR-HRM je zde kromé béznych pozadavki kladen zvlastni duraz
na to, aby spolu dvojice pfislusnych primera netvorily nespecifické produkty, tedy dimery
primerd. Vzniklé amplikony by nemély byt prilis dlouhé (idealné kolem 300 bp), protoze ¢im
del§i amplikony vzniknou, tim mensi budou rozdily v jejich kfivkach tani, coz by mélo za
nasledek pokles citlivosti analyzy

[22]. VSsechny DNA vzorky by mély 20 £ . A Kiivkatani
byt extrahovany pouzitim stejné ]
metody s velkym dirazem na
aseptickou praci, mely by mit stejny
objem, stejnou koncentraci DNA
i fluorescenc¢niho barviva [19, 23].

an

Fluorezcence

2.2.3.2 Prubéh HRM

Jelikoz HRM analyza byva témért £
vyhradné pouzivana k identifikaci 1

produkti qPCR, byly nékteré s 70 5 5 o5 % 3
o . , , Teplota

cyklery uzpusobeny 1 k této analyze

[23]. Po probéhnuti Cyklu B} Mormalizovana kiivka tani

polymerazové  fet€ézové  reakce o I . :
dochazi k postupnému zvySovani :
teploty, asi o 0,01 °C za sekundu,
aphfi kazdé ztéchto teplot pfistroj
zaznamenava intenzitu fluorescence
[26]. Za pomoci vhodného softwaru
jsou vSechna data  zavislosti
fluorescence na teploté vynesena do
grafu a vznikd kiivka tani, jejiz

Mormalizovana fluorescence

ukazka je na obrazku 5 A). e

Z divodu lepsi citelnosti grafu se na Teplota
misto fluorescence zavadi C) Diferencisini kfivica

tzv. normalizovana  fluorescence.
Cely rozsah  fluorescence je
nahrazen hodnotami od 0 do 1,
pfiCemz oblasti pocatku tani se
pfisuzuje hodnota 1 a oblasti konce
tani hodnota 0. Takto upraveny graf
je na obrazku 5 B).

ial fluorescence
o
o

Ciferen

Rozdily mezi tvary jednotlivych
kiivek jsou nejvice patrné na

diferencialni kiivce, kde jsou kiivky -
tani vzorku odc¢itany od kiivky tani Teplota

referenéniho vzorku. Pokud se tyto

dvé zcela prekryvaji, znaci to aplnou

shodu v sekvenci bazi méieného Obrazek 5: kifivka tani, normalizovnd kifivka tani a
vzorku s referenénim. RovnéZz lze diferencialni krivka, upraveno podle 23]
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vyuzit kiivky zavislosti derivace fluorescence podle teploty na teploté, které nabyvaji
klasického tvaru norméalniho rozde€leni a vzniklé piky odpovidaji teplotam tani jednotlivych
vzorkt [27]. Vyhodnoceni se potom provadi srovnanim teplot tani méfenych vzorkd se
vzorky referen¢nimi. Ptiklad téchto kiivek je na obrazku 5 C).

Vzorky s velmi podobnymi kiivkami tani se pro vétsi prehlednost vysledného grafu slucuji do
skupin [22, 23].

2.2.3.3 Vyhody a nevyhody pouziti PCR-HRM

Nezpochybnitelnou vyhodou vyuziti metody PCR je ziskani velkého mnozstvi amplikont
pozadovaného useku DNA o urcené délce, a to v relativné kratkém case [15]. V kombinaci
s HRM analyzou pak jsme schopni ziskat informaci 1 o konkrétnim druhu mikroorganismu,
z néhoz amplifikovana DNA pochazi [27]. Zna¢nou vyhodou PCR-HRM je také jeji vysoka
citlivost, umoziuje odlisit useky DNA liSici se jen o jednu bazi a rozpoznat drobné inzerce
a delece [22].

Ponékud limitujici vlastnosti HRM analyzy je, ze neumoziuje odhalit konkrétni rozdily
v usecich DNA. Je obtizné detekovat zmény, které neovliviluji procentudlni obsah G a C.
Schopnost analyzy zaznamenat zmény v sekvenci part bazi, které ovliviiuji procentualni
obsah G a C, pak klesa s délkou fetézce. Nelze tak pouzit pfili§ dlouhé amplikony, idealni
délka se pohybuje okolo 300 bp [28].

Kwvili vysoké specifité a citlivosti PCR-HRM muze dojit ke kontaminaci 1 velmi malym
mnozstvim cizorodé DNA, napf. pii piipravé vzorku, a zplsobit tak falesné pozitivni
vysledek. Tomu lze zabranit standardnimi postupy, jako je pouzivani sterilnich roztokd,
autoklavovatelného zafizeni, UV svétla pro odstranéni exogennich nukleovych kyselin na
pracovni plose, oddélenym skladovanim reagenti pro PCR, pifidavanim DNA do smési jako
posledni. Pro kontrolu Cistoty prace je velmi vhodné pouziti negativnich kontrol [18].

Jako vyhoda PCR-HRM se uvadi jeji vysoka reprodukovatelnost, to vsak plati jen za
predpokladu, ze se mutace DNA nenachézi jiz v pocateCni matrici. Pfi opakovani by pak bylo
dosazeno rozdilnych vysledku [28].

Vzhledem k tomu, ze pro PCR-HRM se kromé specialné upraveného cykleru pouziva bézné
laboratorni vybaveni, nejedna se o metodu nikterak drahou. To ji kromé& vyspélych laboratoti
zajistuje misto 1 v provozech s niz§im rozpoctem [28].

2.2.3.4 Vyuziti PCR-HRM v potravinarstvi

PCR je diky jeji vysoké citlivosti a rychlosti v hojné mife vyuzivana k mikrobiologické
analyze potravin. Pii identifikaci druh je v potravinafstvi vyhodné€jsi pouzivat metody
zalozené na identifikaci DNA, jelikoz ta je velmi stabilni. Oproti tomu metody zalozené na
identifikaci proteinti jsou pro jejich nestabilitu vyuzitelné jen pro Cerstvé nebo velmi malo
upravené potraviny. V kombinaci s HRM analyzou je pak mozné s vétsi jistotou
v potravinach detekovat alergeny nebo patogenni bakterie, jelikoz umoziuje odlisit 1 velmi
pfibuzné druhy organismi. Dale pak byva vyuzivana i k potvrzeni autentiCnosti slozeni
udavaného vyrobcem, jelikoz v dnesni dobé vyrobci Casto tihnou k pouzivani levnéjSich
surovin, nez jaké udavaji na obale [22, 27].

Pfi identifikaci patogennich bakterii je PCR-HRM vyhodnéa predevsim pro svoji rychlost
a spolehlivost oproti napf. kultivanim metodam. Brat¢ikov a Mauricas predstavili v roce
2009 HRM analyzu pro sérotypizaci bakterii rodu Salmonella. Antolinos a kolektiv v roce
2012 pouzili HRM k odliseni tfi druht Bacillus cereus, jez Casto zpusobuji otravu jidlem [22].
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V neposledni fadé je PCR-HRM vyuzivana k rozpoznani geneticky modifikovanych potravin.
Ty jsou sice v fadé zemi pifedev§im mimo EU bézné prodavany, vyrobci jsou vSak povinni je
oznacit [29].

Pouziti PCR-HRM v potravinafstvi mize nalézt sva uskali v pritomnosti inhibitor(, které se
v potravinach v hojné mife vyskytuji. Na druhou stranu umoziiuje amplifikovat
a identifikovat 1 velmi malé mnozstvi DNA a prekazkou neni ani jeji znana degradace.
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3 CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo vypracovani literarniho piehledu na téma
moznosti vyuziti metody PCR-HRM pro identifikaci bakterii pfitomnych v potravinach
a potravinovych doplicich.

V experimentalni Casti byla z probiotického vyrobku izolovana DNA v kvalit¢ vhodné pro
PCR. Nasledné byla prokazana pfitomnost mikroorganismti domény Bacteria, konkrétn€ roda
Lactobacillus a Bifidobacterium. Vysledky byly potvrzeny a upifesnény pomoci HRM
analyzy.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material
4.1.1 Vzorek potravinového dopliiku s probiotickymi kulturami

Potravinovy doplnék Linex"™ Forte vyrobeny spole¢nosti SANDOZ s.r.o., Praha — doplnék
stravy s probiotiky a prebiotiky. Dle slozeni uvadéného vyrobcem obsahuje jedna tableta
10” kolonii bakterii Lactobacillus acidophilus a 10° kolonii bakterii Bifidobacterium animalis
subs. laris.

4.1.2 Pouzité bakteridlni kmeny pro pozitivni kontroly

Cisté bakterialni kultury pouzité pro izolaci DNA byly ziskany z Ceské sbirky
mikroorganisma, Brno, CR (CCM) a z Kolekce prumyslovych organismt, PL (LOCK). Kmen
Lactobacillus gasseri K7 byl ziskan od prof. Ireny Rogelj, University of Ljubljana, Slovenia.

Lactobacillus casei CCM 4791
Bifidobacterium breve CCM 7825"
Lactobacillus acidophilus CCM 4833"
Lactobacillus gasseri K7
Lactobacillus plantarium LOCK 7039"
Bifidobacterium animalis CCM 4988"

Izolovana DNA (10 ng/ul) z bakterialnich kmenti byla dodana Ing. Trachtovou, Ph.D.
4.1.3 Chemikalie

e Agaroza pro gelovou elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e DNA standard — 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR)
e Ethanol p. a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Ethidium bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Nanaseci pufr Red load (Top-bio, Praha, CR)
e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
e Kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
e Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)
e Polyethylen glykol — PEG 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e Tris-hydroxymethyl-aminomethan — Tris-baze (Serva, Heidelberg, SRN)
e Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)
e SDS - dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
4.1.4 Roztoky
e Roztok A (10 mM tris-HCL, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8)
e Roztok B (10 mM tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8; 3 mg/ml lysozymu)
e TE pufr (10 mM Tris-HCI pH 7,8; 5 mM EDTA PH 8,0; destilovana voda)
e TBE purf (54 g Tris-HCL; 27,5 g H3BO3; 20 ml 0,5M EDTA pH 8,0; doplnéno

destilovanou vodou na 1 1 a pred pouzitim 20krat zfedéno)

e Tris-HCl (1IM: 12,1 g Tris-baze; doplnéno destilovanou vodou na 100 ml, upraveno
HCl na pH 7,8)
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4.1.5 Magnetické nosice

Magnetické polymerni nosie PGMA byly pfipraveny Ing. Horakem, CSc. Na Ustavu
makromolekularni chemie Akademie véd CR v Praze. Jejich vlastnosti shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1: Viastmosti magnetickych cdstic

Oznaceni Polymer Fe (%hm) | -COOH (mM/g) A Prumér (um) | PDI
Fkol 77 ox | PHEMA-co-GMA) 10,0 0,764 2,2 1,09
Fkol B 1000x PGMA 5,36 0,67 0,70 1,16

(PGMA — polyglycidyl methakryldt, P(HEMA-co-GMA) - kopolymer hydroxyehylmethakryldtu a
glycidylmethakrylatu, PDI — index polydisperzity — pomér hmotnosti a poctu nosicii o priimeérné velikosti)

4.1.6 Komponenty pro PCR

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e Reakéni pufr (Top-Bio, Praha, CR)

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

e Taq DNA polymeraza 1 U/ul (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery specifické pro doménu Bacteria

e Primery specifické pro rod Lactobacillus

e Primery specifické pro rod Bifidobacterium

e gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (2krat koncentrovany 150mM Tris-HCI pH 8,8; 40mM
(NH4),SO4; SmM MgCly; 400 uM dATP; 400 uM dCTP; 400 uM dGTP; 400 uM
dTTP; Taq DNA polymeraza (50 U/ml); monoklonalni protilatka anti-Taq; SYTO-9;
stabilizatory a aditiva) (Top-Bio, Praha, CR)

4.1.7 Pomucky a pristroje

e Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Mikropipety Discovery HTL (VarSava, Polsko)

e NanoPhotometer (Implen, Mnichov, Némecko)

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

e Mikrovinna trouba PROLINE SM117

e [lumina Eco Real-Time PCR system (Ilumina, USA)

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

e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer PufferTM, Loughborough, UK)

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

e Transilluminator TVR — 3121 (Spectroline, Albany, USA)

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

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

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

e Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

e Spigky pro mikropipety z umé&lé hmoty

e Laboratorni sklo

e Ockovaci box Fatran L-F

e Minicentrifuga SPECTAFUGE MINI

e Dalsi bézné laboratorni vybaveni (bunicina, pinzeta, ochranné rukavice, ...)
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4.2 Metody

Postupy prace byly s upravami pievzaty ze skript k laboratornimu cviceni [15].

4.2.1

4.2.2

Priprava hrubého lyzatu bakterialnich bunék

Byly vytvoteny tfi vzorky, na kazdy byl pouzit obsah jedné tobolky dopliiku stravy
Linex Forte.

Obsah tobolky byl rozsuspendovan v 1 ml roztoku A.

Nasledné byly vzorky centrifugovany po dobu 3 minut pfi 1300 ot./min.

Supernatant byl opatrné¢ a dukladné slit.

Sediment byl opét rozsuspendovan v 500 ul roztoku B.

Takto vznikly roztok byl hodinu inkubovan pfi laboratorni teplote.

Po inkubaci bylo k roztoku ptfidano 25 ul 20% SDS a 5 ul proteinasy K.

Ve bylo dikladné promichano a pfes noc inkubovano pii 55 °C.

Izolace DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych mikrocastic

Smés pro izolaci DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych mikroc¢astic byla
namichana podle tabulky 2. Na kazdy vzorek byly pouzity dva druhy magnetickych
mikrocastic: Fkol 77 ox a Fkol B 1000x.

Tabulka 2: SlozZeni smési pro izolaci DNA z hrubého lyzdtu bunék pomoci magnetickych nosicii

Krok Slozka Objem [ul]
1 NaCl5 M 400
2 DNA (hruby lyzat) 100
3 PEG 600 40% 100
4 Magnetické Castice 2 mg/ml 400

Vysledna koncentrace PEG 6000 byla 16%, vysledna koncentrace NaCl 2M.

Po smichani vSech slozek v Eppendorfové zkumavce byla smés po dobu 10 min
inkubovana pii laboratorni teploté.

Poté byla kratce sto¢ena na minicentrifuze a umisténa do magnetického separatoru na
dobu 5 min.

Nasledné byl odebran supernatant a vzorek byl promyt 1000 ul 70% etanolu,
promichan a opét umistén na magneticky separator.

Po odseparovani castic byl etanol odebran, vzorek jesté jednou promyt 500 ul 70%
etanolu a zbyly etanol byl odpafen volné na vzduchu.

Ziskana DNA adsorbovana na magnetické nosice byla eluovana do 50 ul TE pufru.

Po tfech dnech byl eluat obsahujici DNA odebran do novych Eppendorfovych
zkumavek.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Roztoky DNA o objemu 3 pl byly naneseny na ¢ocku mikrolitrové kyvety Nano
Photometru (Implen).
Absorbance byla méfena pro tii vinové délky proti TE pufru:

o 230 nm — minimum absorbance pro DNA

o 260 nm — maximum absorbance pro nukleové kyseliny

o 280 nm — maximum absorbance pro proteiny
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Z hodnoty absorbance pti 260 nm byla stanovena koncentrace vzorku DNA.
Z hodnoty Ajeonm/Azsonm byla stanovena Cistota vzorku DNA.

Konvenéni PCR

Vsechny komponenty pro PCR byly rozmrazeny, protiepany a kratce stoeny na
minicentrifuze.

Pti pripravé jednotlivych smési pro PCR byly pouzity primery specifické pro doménu
Bacteria (F_eub, R_eub) [25], pro rod Lactobacillus (LbLMAT, R16-1) [30] nebo pro
rod Bifidobacterium (Pbi F1, Pbi R2) [25]. Tabulka 3 ukazuje jejich sekvence.

Tabulka 3: Sekvence specifickych primeri

Primery Sekvence primeru (5’ — 3’) Velikost produktu
PCR [bp]
Doména F_eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT
Bacteria R eub | GGA CTA CCA GGG TAT CTA 466
ATCCTGTT
Rod LbLMAI1 CTC AAA ATC AAA CAA AGT
Lactobacillus TTC 250
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT
CA
Rod Pbi F1 CCGGAATAGCTCT
Bifidobacterium | PbiR2 | GAC CAT GCA CCA CCT GTG 914
AA

Dale byl zjednotlivych komponent piipraven master mix, ktery byl nasledné
rozpipetovan do jednotlivych zkumavek tak, ze kazda obsahovala urcité objemy
prislusné slozky, tak jak ukazuje tabulka 4. Vysledny objem v jedné zkumavce byl
25 ul.

Tabulka 4: SlozZeni smési pro konvencni PCR

Krok

N SN B W =

Objem [pl]
Slozka Doména Rod Rod
Bacteria Lactobacilus Bifidobacterium
PCR voda 18 18 19
Reak¢ni pufr 2,5 2,5 2,5
dNTP smés 10 mM 0,5 0,5 0,5
Primer 1 (10 pmol/ul) 1 1 0,5
Primer 2 (10 pmol/ul) 1 1 0,5
Taq DNA polymeraza 1 U/ul 1 1 1
DNA matrice (10 ng/pl) 1 1 1
Celkem 25 25 25
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Jako DNA matrice byla pouzita DNA jednotlivych vzorka upravena na vyslednou
koncentraci 10 ng/ul a byla do smési pfidana jako posledni.

Stejnym zplisobem byla pfipravena pozitivni kontrola, slouzici ke kontrole preciznosti
prace. Matrici DNA zde pfedstavovala DNA o koncentraci 10 ng/ul izolovana ze
sbirkovych kmenl. Pro PCR specifickou pro doménu Bacteria se jednalo o kulturu
Lactobacillus casei, stejné tak pro rod Lactobacillus. Pro rod Bifidobacterium se
jednalo o kulturu Bifidobacterium breve.

Obdobné byla pfipravena 1 negativni kontrola, slouzici ke kontrole kontaminace
komponent, kde matrice DNA byla nahrazena stejnym mnozstvim PCR vody.

Takto pfipravené PCR smési byly promichany, kratce stoeny na minicentrifuze
a vlozeny do cykleru.

Na cykleru byl spustén piislusny program pro PCR podle tabulky 5.

Tabulka 5: Specifické amplifikacni programy pro PCR

Krok Doména Rod Rod
Bacteria Lactobacillus Bifidobactrium
1. Prodlouzena’denaturace DNA 95 °C/5 min 95 °C/5 min 97 °C/5 min
v prvnim cyklu
2. Denaturace DNA 95°C/30 s 94 °C/30 s 97°C/20 s
3. Hybridizace primeru 55°C/30 s 58 °C/30 s 55°C/20 s
4. Syntéza novych retézcu DNA 72 °C/60 s 72 °C/60 s 72 °C/30's
3- Dosyntetizovani DNA 72°C/5min | 72°C/5min 72 °C/5 min
v poslednim cyklu
Pocet cyklu (krok 2 —4) 30 30 30

4.2.5

Agarozova gelova elektroforéza

Pro vyhodnoceni produktu amplifikace byl namichan 1,8% agarozovy gel z 1,8 g
agardzy a 100 ml 0,5 X TBE pufru. Roztok byl za obCasného michani nechan pétkrat
prejit varem v mikrovinné troubé.

Poté byl roztok nalit do pfipravené formy a ponechan jednu hodinu tuhnout.

Mezi tim bylo do vzorkt amplifikované DNA piidano 5 ul nanaseciho pufru Red load.
Po ztuhnuti roztoku na gel byl vyjmut hfebinek a do vzniklych komurek bylo
pipetovano 20 ul kazdého ze Sesti vzorka.

Do jedné komiurky byl nanesen standard (100 bp) o objemu 5 pul, dle doporuceni
vyrobce.

Takto pripraveny gel byl vlozen do elektroforetické vany a pfelit 0,5 X TBE pufrem
zhruba 1 cm nad gel.

Vana byla ptipojena ke zdroji napéti 80 V po dobu 2 hodin.

Po ukonceni elektroforézy byl gel pfemistén na 20 minut do roztoku ethidiumbromidu.
Obarveny gel byl umistén na transiluminator a ozafen UV svétlem o vinové délce
305 nm.

V tomto stavu byl gel fotograficky zdokumentovan a vyhodnocen.
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4.2.6

PCR-HRM

Vsechny komponenty pro qPCR byly rozmrazeny a protiepany.

Byly pfipraveny tfi druhy PCR smési se tfemi riznymi druhy specifickych primert,
konkrétn€ byly pouzity dva druhy primert specifickych pro doménu Bacteria (V1-F,
V1-R a V3-F, V3-R) [31] a primery specifické pro rod Lactobacillus (P1V1, P2V2)
[25]. Jejich sekvence jsou v tabulce 6.

Tabulka 6: Primery pouzité pro PCR-HRM

Primery Sekvence primeru (5’ — 3’)

V1-F GYG GCG NAC GGG TGA GTA A
Doména V1-R TTA CCC CAC CAA CTA GC
Bacteria V3-F CCA GCA TCC TAC GGG AGG CAG

V3-R CGT ATT ACC GCG GCTGCT G

P1V1 GCG GCG TGC CTA ATA CAT GC

Rod Lactobacillus
P2V1 TTC CCC ACG CGT TAC TCA CC

Z jednotlivych komponent pro PCR byl v oCkovacim boxu pfipraven master mix,
ktery po rozpipetovani do jednotlivych zkumavek obsahoval objemy jednotlivych
slozek, které ukazuje tabulka 7. Vysledny objem v kazdé zkumavce byl 25 pl.

Tabulka 7: SlozZeni smési pro PCR-HRM

Krok Slozka Objem [pl]
1 SYTO-9 12,5
2 PCR voda 9,5
3 Primer 1 (10 pmol/ul) 1
4 Primer 2 (10 pmol/ul) 1
5 DNA matrice (10 ng/pl) 1
Celkem 25

Jako DNA matrice byla pouzita DNA jednotlivych vzorkdi upravena na vyslednou
koncentraci 10 ng/ul a byla do smési pfidana jako posledni.

Stejnym zptusobem bylo pro kazdy primer pfipraveno pét pozitivnich kontrol. Matrici
DNA zde predstavovala DNA o koncentraci 10 ng/ul izolovana ze sbirkovych kmenda.
Jednalo se o kultury:

Lactobacillus acidophilus CCM 48337

Lactobacillus gasseri K7

Lactobacillus plantarium LOCK 7039"

Bifidobacterium brevis CCM 78257

Bifidobacterium animalis CCM 4988 .

Ke kazdému vzorku i pozitivni kontrole byl pfipraven druhy paralelni vzorek,
respektive kontrola.

O O O O O
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e Takto pfipravené smési byly kratce sto¢eny na mini centrifuze a vlozeny do cykleru.
e Na cykleru byl spustén piislusny program pro PCR (tabulka 8).

Tabulka 8: Programy PCR pro HRM analyzu
Krok Doména Bacteria Rod Lactobacillus

1. Prodlouzena denaturace

DNA v prvnim cyklu 95 °C/5 min 95 °C/5 min

2. Denaturace DNA 95°C/30 s 95°C/30 s

3. Hybridizace primeru 60 °C/60 s 53 °C/30 s

4. Syntéza]l)lgl‘ZCh Fetézcu 72 °C/60 72 °C/ 605
95°C/30s

> 13"3;2‘2:2‘3*1‘;;1?‘4 28°C/30's 72 °C/5 min
72 °C/5 min

Pocet cykla (krok 2 — 4) 45 30

e Po amplifikaci bylo z kazdého vzorku pipetovano 15 ul do jamky platicka systému
[lumina Eco Real-Time.
e Byla spusténa HRM analyza:

o 95°C/15s
o 55°C/15s
o 95°C/15s

e Vysledky byly nasledné vyhodnoceny pomoci programu Eco Software v5.0, kde byla
zjisténa teplota tani Ty, jednotlivych vzorki specificka pro pritomné amplikony.

25



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pomoci pfistroje NanoPhotometer byla v rozmezi vinovych délek 230 — 280 nm zméfena
absorbance vzorki DNA izolovanych z vyrobku Linex" Forte. Vysledky shrnuje tabulka 9.

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Magneticky Vzorek Koncentrace Asgo/Azso Az60/A230
nosic [ng/ul]

1 90,5 1,631 1,550
Fkol B 1000x 2 62,5 1,761 1,628
3 65,0 1,757 1,605
4 72,5 1,706 1,549
Fkol 77 ox 5 91,5 1,664 1,565
6 75,5 1,716 1,579

Touto metodou byla prokazana pritomnost DNA, stanovena jeji koncentrace a Cistota.

Koncentrace nukleovych kyselin ve vzorcich se pohybovala v rozmezi 62,5 — 91,5 ng/ul. Pro
vzorky izolované pomoci magnetickych ¢astic oznacenych jako Fkol 77 ox byla koncentrace
v pruméru lehce vyssi nez u vzorka izolovanych pomoci ¢astic Fkol B 1000x.

Podle poméru absorbanci Ayep/Assy 1ze vSechny vzorky povazovat za relativné Cisté. Idealni
hodnota tohoto poméru je 1,8, jeho nizsi hodnota znaci kontaminaci proteiny, které nejlépe
absorbuji pravé pii 280 nm. VsSechny vzorky jsou tedy jen velmi lehce kontaminovany
proteiny a Cistota vzorku izolovanych riznymi magnetickymi casticemi se nijak vyrazné
nelisi.

Pomér absorbanci Ajep/Axp udava kontaminaci rozpoustédly pouzitymi pii izolaci
nukleovych kyselin, jako je EDTA, ktera nejlépe absorbuje prave pfi 230 nm. Idealni hodnota
tohoto pomeéru se pohybuje okolo 2, naméfené hodnoty se pohybuji v rozmezi 1,550 — 1,628,
coz znafi u vSech mirnou kontaminaci rozpoustédlem nezavisle na typu pouzitych
magnetickych castic.

5.2 Dukaz pFitomnosti DNA domény Bacteria pomoci konven¢ni PCR

U vsech vzorki DNA byla po zfedéni na koncentraci 10 ng/pl provedena konvencni PCR se
specifickymi primery pro doménu Bacteria (F_eub a R_eub). Jako pozitivni kontrola byla
pouzita kultura Lactobacillus casei CCM 4791. Produkt PCR byl detekovan agar6zovou
gelovou elektroforézou. Schéma naneseni vzorkii na gel ukazuje tabulka 10 a vysledny gel
obrazek 6. Velikost specifickych produkti PCR byla 466 bp.

Vsechny vzorky na gelu vykazovaly v oblasti 466 bp viditelné produkty PCR, stejné tak jako
pozitivni kontrola, coz dokazuje pfitomnost DNA mikroorganismi domény Bacteria ve
vzorcich. Intenzita produkti PCR byla u vSech vzorki stejna, coz je zpusobeno nafedénim
vSech vzorkl na stejnou koncentraci 10 ng/ul. U negativni kontroly nebyl detekovan zadny
produkt PCR, coz dokazuje, ze zadna z komponent pro PCR nebyla kontaminovana cizorodou
DNA.
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Tabulka 10: Schéma naneseni vzorkii na gel pro doménu Bacteria s vyhodnocenim intenzity produktii
PCR.

Béh Obsah Intenzita

1 Negativni kontrola -

2 Pozitivni kontrola (Lactobacillus casei CCM 4791) +++
3 DNA standard 100 bp +++
4 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x +++
5 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x +++
6 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x +++
7 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
8 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
9 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++

+++ velmi intenzivni produkt PCR, ++ stiedné intenzivni produkt PCR, + Spatné viditelny produkt PCR,
- Zadny produkt PCR

1500 bp
1000 bp

500 bp
466 bp

100 bp

Obrazek 6: Gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro doménu Bacteria
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5.3 Dukaz pritomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus pomoci konvenéni PCR

Tabulka 11: Schéma naneseni vzorkii na gel pro rod Lactobacillus s vyhodnocenim intenzity produktil
PCR.

Béh Obsah Intenzita

1 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x ++
2 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x ++
3 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x +++
4 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
5 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
6 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox ++
7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola (Lactobacillus casei CCM 4791) +++
9 DNA standard 100 bp +++

+++ velmi intenzivni produkt PCR, ++ stFedné intenzivni produkt PCR, + Spamé viditelny produkt PCR, -
Zadny produkt PCR

1500 bp
4—

<«— 1000 bp

¢ 500 bp

300 bp

250 bp

100 bp

Obrazek 7: Gelova elektroforéza produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus
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Pro dikaz pfitomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus byla provedena konven¢ni PCR se
specifickymi primery pro rod Lactobacillus (LbLMA1 a R16-1) snéaslednou detekci
agarozovou gelovou elektroforézou. Jako pozitivni kontrola byla pouzita kultura
Lactobacillus casei CCM 4791. Schéma naneseni vzorkll na gel ukazuje tabulka 11 a
vysledny gel obrazek 7. Velikost specifickych produkti PCR byla 250 bp.

Pritomnost DNA rodu Lactobacillus byla u vSech vzorkt prokazana, jelikoz vSechny
vykazovaly v oblasti 250 bp na gelu produkty PCR, stejné tak 1 pozitivni kontrola. Intenzita
produkti PCR se mirné lisila, vzorky s méné intenzivnimi amplikony byly pravdépodobné
mirné kontaminovany RNA, ktera sice byla u spektrofotometrického stanoveni zahrnuta do
celkové koncentrace nukleovych kyselin, pifi PCR vSak k jeji amplifikaci nedochézi. Diky
absenci amplikonu u negativni kontroly byla opét prokdzana Cistota vSech komponent pro
PCR.

5.4 Dukaz pritomnosti DNA bakterii rodu Bifidobacterium pomoci konvencni
PCR

VSechny vzorky DNA byly podrobeny konvenéni PCR specifické pro bakterie rodu
Bifidobacterium pomoci primerti (Pbi F1 a Pbi R2). Jako pozitivni kontrola byl pouzit kmen
Bifidobacterium breve CCM 7825". V produktu PCR byla piitomnost této DNA potvrzena
agarozovou gelovou elektroforézou. Schéma naneseni vzorki na gel ukazuje tabulka 12
a vysledny gel obrazek 8. Velikost specifickych produkti PCR byla 914 bp.

Podafilo se prokazat pfitomnost DNA bakterii rodu Bifidobacterium u vSech vzorku, jelikoz
vSechny vcetné pozitivni kontroly vykazovaly na gelu produkty PCR v oblasti 914 bp. Nizsi
intenzita nékterych amplikonti muze byt opét zpisobena ptitomnosti RNA v tomto vzorku.
Negativni kontrola opét prokazala Cistotu vSech komponent pouzitych pro PCR.

Tabulka 12: Schéma naneseni vzorkii na gel pro rod Bifidobacterium s vyhodnocenim intenzity
produktit PCR

Béh Obsah Intenzita

1 DNA izolovana magnetickymi casticemi Fkol B 1000x +++
2 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x ++
3 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol B 1000x ++
4 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
5 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
6 DNA izolovana magnetickymi ¢asticemi Fkol 77 ox +++
7 DNA standard 100 bp +++
8 Pozitivni kontrola (Bifidobacterium breve) +++
9 Negativni kontrola -

+++ velmi intenzivni produkt PCR, ++ stiedné intenzivni produkt PCR, + Spamé viditelny produkt PCR,
- Zadny produkt PCR
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1500 bp

914 bp 900 bp

500 bp

100 bp

Obrazek 8: Gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro rod Bifidobacterium

5.5 PCR-HRM

Vsechny vzorky byly podrobeny vysokorozliSovaci analyze kiivky tani za pouziti tfi druha
primert, a to primeru specifickych pro doménu Bacteria (V1-F, VI-R a V3-F, V3-R)
a primera specifickych pro rod Lactobacillus (P1V1, P2V1). Jako referenc¢ni vzorky byly
pouzity kmerny Lactobacillus acidophilus CCM 4833, Lactobacillus gasseri K7,
Lactobacillus  plantarium LOCK  7039',  Bifidobacterium brevis CCM  7825"
a Bifidobacterium animalis CCM 4988".

Zjisténé teploty tani jsou zaznamenany v tabulkach 13, 14 a 15, vysledné grafy derivovanych
kiivek tani pak na obrazcich 9, 10 a 11. Pro vétsi piehlednost jsou v grafech zobrazeny pouze
vybrané kiivky, které zastupuji vétsi skupinu vzorku s velmi obdobnou teplotou tani. Nékteré
kiivky byly naopak vynechany pro jejich pochybny tvar a nedostatecnou vypovédni hodnotu.

5.5.1 PCR-HRM za pouziti primeru V1-F, V1-R

Touto metodou zjisténé teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky a pozitivni
kontroly ukazuje tabulka 13, derivované kfivky tani pak obrazek 9.

Z namétenych hodnot je zfejmé, ze za pouziti té€chto primerd se nepodafilo rozlisit kmeny
Lactobacillus acidophilus CCM 4833", Lactobacillus gasseri K7 a Bifidobacterium brevis
CCM 7825", jejichz teplota tani byla stejna: 85,1 °C. Na zakladé teplot tani vzorka lze tvrdit,
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ze DNA n¢kterého z téchto kment obsahoval vzorek 5 (T,,=85,1 °C), pfipadné i vzorek 1
(Tm=85,2 °C).

Pro kmen Bifidobacterium animalis CCM 4988" byla naméfena teplota tani 85,0 °C, na
zéakladé cehoz lze usoudit, ze DNA tohoto kmene obsahoval vzorek 6 (T,,=85,0 °C).

Z referen¢nich kmend svou teplotou tani vyrazné vybocoval kmen Lactobacillus plantarium
LOCK 7039" (T,,=84.8 °C), ktery se neshoduje s teplotou tani zadného ze vzorku.

Mezi vzorky svou teplotou tani vybocuji vzorky 2, 3 a 4, u kterych tak nelze predpokladat
vyskyt DNA ani jednoho organismu z referencnich kmena.

Pouzité primery V1-F, V1-R tedy evidentné nebyly vhodné pro rozliSeni pozadovanych
referen¢nich kment. Podle informaci vyrobce by pouzity probioticky vyrobek mél obsahovat
kolonie bakterii Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis. Toto tvrzeni se
ukézalo pravdivym u vzorku 6, ktery obsahoval DNA kmene Bifidobacterium animalis,
pfipadn€ i u vzorkll 1 a 5, které mohly obsahovat DNA kmene Lactobacillus acidophilus.
U ostatnich vzorkti se jejich obsah pomoci pouzitych primerd a referen¢nich kmena
nepodafilo identifikovat.

Tabulka 13: Teploty tani pri PCR-HRM za pouziti primerit VI-F, VI-R

Vzorek T [°C]

. i Vzorek 1 85,2

Vzorky izolované
magnetickymi ¢asticemi Vzorek 2 85,4
Fkol B 1000x Vyzorek 3 84.2
. i Vzorek 4 84,3

Vzorky izolované
magnetickymi ¢asticemi Vzorek 5 85,1
Fkol 77 ox Vzorek 6 85,0
Lactobacillus acidophilus CCM 48337 85,1
Lactobacillus gasseri K7 85,1
Pozitivni kontroly Lactobacillus plantarium LOCK 7039" 84,8
Bifidobacterium brevis CCM 78257 85,1
Bifidobacterium animalis CCM 4988" 85,0
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Obrdzek 9: PCR-HRM za poucziti primerii VI-F, VI-R
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5.5.2 PCR-HRM za pouziti primeru V3-F, V3-R

Touto metodou zjisténé teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky a pozitivni
kontroly ukazuje tabulka 14, derivované kiivky tani pak obrazek 10.

Pti pouziti t€chto primert byla namétena stejna teplota tani pro kmeny Bifidobacterium brevis
CCM 7825" a Bifidobacterium animalis CCM 4988", a to 84,2 °C, primery tedy nejsou
vhodné k rozliSeni téchto dvou kment. Stejna teplota tani byla naméfena u vzork 1 a 3, 1ze u
nich tedy predpokladat vyskyt DNA vySe jmenovanych kment. Podobna teplota tani
(84,1 °C) byla naméfena u vzorka 2 a 6, i zde by se tedy mohla DNA uvedenych kment
vyskytovat.

Pro kmen Lactobacillus acidophilus CCM 4833" byla naméfena teplota tani 84,3 °C
a podobné pro vzorek 5, konkrétné¢ 84,4 °C. V tomto vzorku tedy pravdépodobné byla
ptitomna DNA kmene Lactobaicllus acidophilus. Stejné tak by se DNA tohoto kmene mohla
vyskytovat i u vzorku 1 a 3, jelikoz jejich teplota tani se take lisi pouze 0 0,1 °C.

DNA kmene Lactobacillus gasseri K7 ukazala teplotu tani 83,8 °C, ta se velmi blizi teploté
tani DNA u vzorku 4, tedy 83,9 °C.

Pomoci primert V3-F, V3-R se tedy podafilo rozlisit jednotlivé druhy rodu Lactobacillus od
rodu Bifidobacterium i od sebe navzajem. Druhy rodu Bifidobacterium se odlisit nepovedlo.
Zjisténé informace zhruba odpovidaji informacim od vyrobce pouzitého probiotického
vyrobku. Vzorky 1, 2, 3 a 6 by mohly obsahovat vyrobcem deklarovany kmen
Bifidobacterium animalis, vzorky 1, 3 a 5 by pak mohly obsahovat i druhy deklarovany kmen
Lactobacillus acidophilus. U vzorku 4 mohlo dojit ke kontaminaci bakteriemi kmene
Lactobacillus gasseri a DNA kmene Lactobacillus plantarium se nevyskytovala v zadném ze
vzorku.

Tabulka 14: Teploty tani pri PCR-HRM za pouZiti primerii V3-F, V3-R

Vzorek T [°C]

. , Vzorek 1 84,2

Vzorky izolované
magnetickymi ¢asticemi Vzorek 2 84,1
Fkol B 1000x Vzorek 3 84.2
. i Vzorek 4 83,9

Vzorky izolované
magnetickymi ¢asticemi Vzorek 5 84,4
Fkol 77 ox Vzorek 6 84,1
Lactobacillus acidophilus CCM 48337 84,3
Lactobacillus gasseri K7 83,8
Pozitivni kontroly Lactobacillus plantarium LOCK 7039" 83,7
Bifidobacterium brevis CCM 7825" 84,2
Bifidobacterium animalis CCM 4988" 84,2
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Obrdzek 10: PCR-HRM za pouziti primerit V3-F, V3-R
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5.5.3 PCR-HRM za pouziti primeru P1V1, P2V1

Touto metodou zjisténé teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky ukazuje tabulka 15,
derivované kfivky tani pak obrazek 11.

Za pouziti primert P1V1, P2V1 byla pro DNA kmenl Lactobacillus plantarium
LOCK 7039", Bifidobacterium brevis CCM 7825" a Bifidobacterium animalis CCM 4988"
naméfena stejna teplota tani: 85,8 °C. Vyskyt DNA nékterého téchto kmena je
pravdépodobny u vzorku 6, jehoz teplota tani byla 85,7 °C.

Ostatni vzorky nelze podle teploty tani DNA v nich obsazenych zaradit k zadnému
z referen¢nich kment. U vzorku 1 pravdépodobné doslo k chybé pii michani smési, jelikoz
u néj nebyla zji§téna teplota tani.

Pomoci téchto primeri se povedlo rozlisit DNA kmenG Lactobacillus acidophilus
CCM 4833" (T,,=86,0 °C) a Lactobacillus gasseri K7 (T,;=85,9 °C), nebyla viak prokazana u
zadného ze vzorkd.

Tyto primery jsou tedy vhodné k odliSeni kmenl Lactobacillus acidophilus a Lactobacillus
gasseri. Informacim udavanym vyrobcem pouzitého vyrobku odpovida pouze vzorek O,
u néhoz by se mohla vyskytovat DNA kmene Bifidobacterium animalis.

Tabulka 15: Teploty tani pFi PCR-HRM za pouZiti primerit P1VI, P2V]

Vzorek Tm [°C]
. i Vzorek 1 -
Vzorky izolované
magnetickymi ¢asticemi Vzorek 2 82
Fkol B 1000x Vzorek 3 85.1
] i Vzorek 4 82,1
Vzorky izolované
magnetickymi ¢asticemi Vzorek 5 84,6
Fkol 77 ox Vzorek 6 85,7
Lactobacillus acidophilus CCM 48337 86,0
Lactobacillus gasseri K7 85,9
Pozitivni kontroly Lactobacillus plantarium LOCK 7039" 85,8
Bifidobacterium brevis CCM 78257 85,8
Bifidobacterium animalis CCM 4988" 85,8
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Obrazek 11: PCR-HRM za pouZziti primeru P1VI, P2V
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6 ZAVER

Teoreticka Cast pojednava o potravinach a doplicich stravy, které obsahuji mikroorganismy,
predevsim bakterie, a to bud zadouci — probiotické, nebo nezadouci — patogenni. Zmiiuje
dilezitost znalosti obsahu téchto mikroorganismu a s tim spojené metody, pomoci kterych je
mozné tyto mikroorganismy v potravinach identifikovat. Z téchto metod vénuje nejvétsi
pozornost PCR, a to jak jeji konvencni podobé, tak i PCR v realném cCase, kdy se nejvice
zabyva vysokorozliSovaci analyzou kiivky tani (HRM).

V experimentalni ¢asti byla z probiotickych tablet Linex™ Forte izolovana DNA pro ovéfeni
pritomnosti bakterii deklarovanych vyrobcem. Z tobolek vyrobku byl vytvofen hruby lyzat,
z néhoz byla nasledné izolovana DNA pomoci dvou druh magnetickych mikrocastic. U takto
ziskané DNA byla spektrofotometricky stanovena koncentrace a Cistota a byl a pouzita jako
matrice pro PCR s detekci agardézovou gelovou elektroforézou. Ta potvrdila pfitomnost
mikroorganismi domény Bacteria a nasledné i konkrétnich druhd Lactobacillus
a Bifidobacterium, coz se shoduje s tvrzenim vyrobce pouzitych probiotickych tablet. Pro
blizsi identifikaci druht byla provedena HRM analyza se tfemi druhy primerd pro posouzeni
jejich vhodnosti k rozliSeni pozadovanych druhiti. Nejvhodnéjsimi se ukazaly primery V3-F,
V3-R, které umoznily odliseni druhii rodu Lactobacillus od rodu Bifidobacterium i od sebe
navzajem. Celkové vysledky o obsahu bakterii, které poskytla HRM analyza, se do zna¢né
miry shodovaly sinformacemi deklarovanymi vyrobcem. U vétSiny vzorkd tedy byla
prokazana piitomnost DNA druht Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis.

Metoda polymerazové fetézové reakce s naslednou vysokorozliSovaci analyzou kfivky tani se
tedy ukazala jako velmi vhodnd pro pouziti v potravinarstvi k identifikaci bakterii, a to
i navzdory tomu, Ze tyto vyrobky mohou obsahovat celou fadu PCR inhibitora.

37



7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]
[6]
(7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

KOMISE, Evropska. (ES) €. 2073/2005 ze dne 15. listopadu 2005 o mikrobiologickych
kritériich pro potraviny. 2005.

LE DREAN, Gwenola, Jean MOUNIER, Vasseur VASSEUR, Danielle ARZUR,
Olivier HABRYLO a Georges BARBIER. Quantification of Penicillium camemberti
and P. roqueforti mycelium by real-time PCR to assess their growth dynamics during
ripening cheese. International journal of food microbiology [online]. 2010, ro¢. 138, ¢.
1-2, s. 100-7. ISSN 1879-3460. Dostupné z: doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2009.12.013

ADAMS, Martin R. a Maurice O. MOSS. Food microbiology. Guildford: The Royal
Society of Chemistry, 2008. ISBN 978-0-85404-284-5.

SAKURAI, Kenta, Shoko YAMAZAKI, Masaharu ISHII, Yasuo IGARASHI a
Hiroyuki ARAIL Role of the glyoxylate pathway in acetic acid production by
Acetobacter aceti. Seibutsu-kogaku Kaishi [online]. 2013, ro¢. 115, ¢. 1, s. 32-36.
ISSN 09193758. Dostupné z: doi:10.1016/].jbiosc.2012.07.017

FAO. Probiotics in food. B.m.: FAO and WHO, 2006. ISBN 92-5-105513-0.
CIHAK, R. Anatomie 2. 2. vyd. Praha: Grada, 2002. ISBN 80-247-0143-X.

SANDERS, Mary Ellen, Thomas TOMPKINS, James T. HEIMBACH a Sofia
KOLIDA. Weight of evidence needed to substantiate a health effect for probiotics and
prebiotics: Regulatory considerations in Canada, E.U., and U.S. European Journal of
Nutrition [online]. 2005, ro¢. 44, ¢. 5, s. 303-310. ISSN 14366207. Dostupné z:
doi:10.1007/s00394-004-0527-6

EJTAHED, Hosein S., Javad MOHTADI-NIA, Aziz HOMAYOUNI-RAD, Mitra
NIAFAR, Mohammad ASGHARI-JAFARABADI, Vun MOFID a Ali AKBARIAN-
MOGHARI. Effect of probiotic yogurt containing Lactobacillus acidophilus and
Bifidobacterium lactis on lipid profile in individuals with type 2 diabetes mellitus.
Journal of dairy science [online]. 2011, roC. 94, €. 7, s. 3288-3294. ISSN 1525-3198.
Dostupné z: doi:10.3168/jds.2010-4128

CHAPMAN, Christopher M. C., Glenn R. GIBSON a lan ROWLAND. Health benefits
of probiotics: are mixtures more effective than single strains? European Journal of
Nutrition [online]. 2011, ro¢. 50, ¢. 1, s. 1-17. ISSN 1436-6207. Dostupné z:
doi:10.1007/s00394-010-0166-z

CAPLICE, Elizabeth a Gerald F. FITZGERALD. Food fermentations: Role of
microorganisms in food production and preservation. International Journal of Food
Microbiology [online]. 1999, ro€. 50, €. 1-2, s. 131-149. ISSN 01681605. Dostupné z:
doi:10.1016/S0168-1605(99)00082-3

CO.LTD., Hopeland Bio-Tech. Lactobacillus-Acidophilus- [online]. 2010. Dostupné z:
http://www.probiotic-cn.com/ima/Lactobacillus-Acidophilus-.jpg

UNIVERSITY OF ALBERTA. Bifidobacterium_animalis. Bacmap Genome Atlas
[online]. Dostupné Z:
http://bacmap.wishartlab.com/system/images/902/medium/Bifidobacterium_animalis.]
pg?1319706489

BURSOVA, Sarka, Marta DUSKOVA, Lenka NECIDOVA, Renata KARPISKOVA a
Petra MYSKOVA. Mikrobiologické laboratorni metody. Brno: Veterinarni a
farmaceuticka univerzita, 2014. ISBN 978-80-7305-676-6.

38


http://www.probiotic-cn.com/ima/Lactobacillus-Acidophilus-.jpg
http://bacmap.wishartlab.eom/system/images/902/medium/Bifidobacterium_animalis.j

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

DEMNEROYA, Katefina. MIKROBIOLOGICKA BEZPECNOST POTRAVIN:
SOUCASNE STRATEGIE PRO EFEKTIVNI KONTROLU. Chemické listy [online].
2012, ro¢. 106. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10_920-
925.pdf

SPANOVA, Alena a Bohuslav RITTICH. Analyza vybranych druhii bakterii mlécného
kvaseni pomoci metod molekuldrni biologie. 1. vyd. Brno: Vysoké uceni technické v
Brné, Fakulta chemicka, 2010. ISBN 978-80-214-4004-3.

The three-step process of the polymerase chain reaction. Encyclopaedia Britanica
[online]. [vid. 20. prosinec 2015]. Dostupné zZ:
http://www .britannica.com/science/genetics

CHEN, Bing-Yuan a Harry W. JANES. PCR cloning protocols. 2. vyd. Totowa, New
Jersey: Humana Press, 2002. ISBN 08-960-3973-0.

SMARDA, Josef, Jifi DOSKAR, Roman PANTUCEK, Vladislava RUZICKOVA a
Jana KOPTIKOVA. Metody molekuldrni biologie. Brno: Masarykova univerzita, 2005.
ISBN 80-210-3841-1.

TEVFIK DORAK, M. Real-time PCR. BIOS Advan. Abingdon: Taylor, 2006. ISBN
02-039-6731-3.

GENERI BIOTECH. Amplifikacni krivka. Gyn-test [online]. 2016. Dostupné z:
http://www.gyn-test.cz/metody-provadeni-testu/img-kalibr-primka. gif

MARIN, Muzzio S., Silvina QUINTANA, Maria R. LEUNDA, Margarita
RECAVARREN, Inti PAGNUCO a Ernesto J. A. SPATH. A new method for
simultaneous detection and discrimination ofBovine herpesvirus types 1 (BoHV-1) and
5 (BoHV-5) using real timePCR with high resolution melting (HRM) analysis. Journal
of Virological Methods. 2016, ro€. 227, s. 14-22.

DRUML, Barbara a Margit CICHNA-MARKL. High resolution melting (HRM)
analysis of DNA--its role and potential in food analysis. Food chemistry [online]. 2014,
roC. 158, S. 245-54. ISSN 0308-8146. Dostupné zZ:
doi:10.1016/j.foodchem.2014.02.111

MARTINI, Marta, Serena MORUZZI, Paolo ERMACORA, Nazia LOI a Giuseppe
FIRRAO. Quantitative real-time PCR and high-resolution melting (HRM) analysis for
strain-specific monitoring of fluorescent pseudomonads used as biocontrol agents
against soil-borne pathogens of food crops. Trends in Food Science & Technology
[online]. 2015, ro¢. 46, ¢ 2, s. 277-285. ISSN 09242244. Dostupné z:
doi:10.1016/].tifs.2015.10.017

PORCELLATO, Davide, Hilde M. @STLIE, Knut RUDI, Tomas ISAKSSON a Siv B.
SKEIE. Strain-level characterization of nonstarter lactic acid bacteria in Norvegia
cheese by high-resolution melt analysis. Journal of dairy science [online]. 2012, roc.
95, ¢. 9, s.4804—12. ISSN 1525-3198. Dostupné z: doi:10.3168/jds.2012-5386

ROY, Denis a Stephanie SIROIS. Molecular differentiation of Bifidobacterium species
with amplified ribosomal DNA restriction analysis and alignment of short regions of
the 1dh gene. FEMS Microbiology Letters [online]. 2000, ro¢. 191, ¢. 1, s. 17-24.
Dostupné z: http://femsle.oxfordjournals.org/content/191/1/17

SIMENC, Janez a Uros POTOCNIK. Rapid differentiation of bacterial species by high
resolution melting curve analysis. Applied Biochemistry and Microbiology [online].
2011, roc. 47, ¢ 3, s. 256-263. ISSN 0003-6838. Dostupné z:

2

2

39


http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10_920-
http://www.britannica.com/science/genetics
http://www.gyn-test.cz/metody-provadeni-testu/img-kalibr-primka.gif
http://femsle.oxfordjournals.Org/content/191/l/17

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

doi:10.1134/S0003683811030136

HIJELMS@, Mathis Hjort, Lars Hestbjerg HANSEN, Jacob BALUM, Louise FELD,
William E. HOLBEN a Carsten Suhr JACOBSEN. High-resolution melt analysis for
rapid comparison of bacterial community compositions. Applied and Environmental
Microbiology [online]. 2014, ro€. 80, €. 12, s. 3568-3575. ISSN 10985336. Dostupné
z: doi:10.1128/AEM.03923-13

TONG, Steven Y C a Philip M. GIFFARD. Microbiological applications of high-
resolution melting analysis. Journal of Clinical Microbiology [online]. 2012, ro€. 50, €.
11,s.3418-3421. ISSN 00951137. Dostupné z: doi:10.1128/JCM.01709-12

LOGAN, lJulie, Kirstin EDWARDS a Nick SAUNDERS. Real-time PCR: current
technology and applications. Norfolk, UK: Caister Academic Press, 2009. ISBN 19-
044-5539-5.

DUBERNET, Ségole’ne, Nathalie DESMASURES a Micheline GUEGUEN. A PCR-
based method for identi ¢ cation of lactobacilli at the genus level. 2002, ro¢. 214, s.
271-275.

YANG, Samuel, Padmini RAMACHANDRAN, Richard ROTHMAN, Yu-hsiang
HSIEH, Andrew HARDICK, Helen WON, Aleksandar KECOJEVIC, Joany
JACKMAN a Charlotte GAYDOS. Rapid Identification of Biothreat and Other
Clinically Relevant Bacterial Species by Use of Universal PCR Coupled with High-
Resolution Melting Analysis [J [online]. 2009, ro€. 47, €. 7, s. 2252-2255. Dostupné z:
doi:10.1128/JCM.00033-09

40



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
A —adenin

bp — par bazi

C — cytosin

CCM - Ceska sbirka mikroorganismii

CR — Ceska republika

DNA - deoxyribonukleova kyselina

dATP — 2’-deoxyadenosin-5’-trifosfat

dCTP - 2’-deoxycytidin-5’-trifosfat

dGTP —2’-deoxyguanosin-5’-trifosfat

dTTP — 2’deoxythymosin-5’-trifosfat

dNTP - 2’-deoxynukleotid-5’-trifosfat

dsDNA - dvouvlaknova DNA

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

EU — Evropska unie

G — guanin

HRMA - vysokorozliSovaci analyza kiivky tani
LOCK - Kolekce pramyslovych organisma Polsko
NK — negativni kontrola

PCR - polymerazova fetézova reakce

PDI - index polydisperzity

PEG - polyetylen glykol

PGMA - polyglycidil metakrylat

PK — pozitivni kontrola

PL — Polsko

gPCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce
RNA - ribonukleova kyselina

SDS — dodecylsulfat sodny

ssDNA — jednovlaknova DNA

TBE — tris-borat-EDTA

TE — tris-EDTA

T — thymin

T — teplota tani

UV — ultrafialové zareni



