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ABSTRAKT

K rychlé a piesné identifikaci bakterii rodu Lactobacillus, které jsou vyznamnou soucasti bézné

gastrointestinalni mikrofléry a fermentovanych mlécnych vyrobkd, jsou Vv soufasné dobé
vyuzivany predevsim amplifika¢ni metody.
Cilem prace bylo analyzovat moznost rozliSeni vybranych bakterialnich kment rodu Lactobacillus
pomoci metody polymerazové fetézové reakce V realném case v kombinaci s vysokorozliSovaci
analyzou kiivek tani (QPCR-HRM). Celkem bylo testovano 5 primerd navrzenych pro
gPCR-HRM analyzu bakterii mlécného kvaSeni. Specifita pouzitych primerti byla soucasné
ovétena i pomoci bioinformatické analyzy.

Na zakladé analyzy DNA byly pro rozliSeni testovanych kment rodu Lactobacillus jako
nejvhodnéjsi vybrany primery P1V1/P2V2, V3F/V3R a V6F/V6R. Vhodnost primerd V3F/V3R
a V6F/V6R byla ovéfena i na komplexnim vzorku dopliiku stravy, ze kterého byla DNA izolovana
pomoci magnetickych ¢astic. U DNA z téchto vyizolovanych bunék byla provedena
vysokorozliSovaci analyza ktivek tani, pomoci které byla prokazana pritomnost bakterii rodu
Lactobacillus. Ziskané vysledky se shodovaly s udaji uvedenymi vyrobcem.

ABSTRACT

The rapid and accurate identification of the bacterium of the genus Lactobacillus, which are an
important part of the normal gastrointestinal microflora and fermented dairy products are currently
mainly used amplification methods. The aim of the study was to analyze the possibility of
resolution of selected bacterial strains of the genus Lactobacillus, using the metod of polymerase
chain reaction in the real time combined with high resolution melting curve analysis
(QPCR-HRM). It was tested five primers designed for jPCR-HRM analysis of lactic acid bacteria.
The specificity of the primers was also verified simultaneously using bioinformatic analysis. On
the basis of analysis of the DNA were selected as the most appropriate primers P1V1/P2V1,
V3F/V3R and V6F/VER. The suitability of the primers V3F/V3R and V6F/V6R was verified on
a complex sample of food supplement from which the DNA was isolated using magnetic particles.
The presence of bacteria of the genus Lactobacillus was performed using high resoluting melting
analysis curves. The obtained results were in agreement with the information given by the
manufacturer.

KLICOVA SLOVA

vysokorozliSovaci analyza kiivek tani (HRMA), rod Lactobacillus, polymerazova fetézova reakce
(PCR), izolace DNA, identifikace laktobacilti, fluorescenéni barvivo
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high resolution melt analysis (HRMA), genus Lactobacillus, polymerase chain reaction (PCR),
DNA isolation, lactobacilli identification, fluorescent dye
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1 UVOD

Bakterie rodu Lactobacillus se fadi mezi nejvyznamnéjsi probiotické bakterie S prospésnymi
uc¢inky na zdravi. Pozitivné ovliviiuji stievni mikrofléru, maji protizanétlivé ucinky a jsou
prevenci proti potravinovym alergiim.

Mezi mikroorganismy s probiotickymi vlastnostmi jsou fazeny piedevS§im zastupci bakterii
mlécného kvaseni (BMK). Bakterie mlécného kvaseni jsou komeréné vyuzivany v potravinaiském
pramyslu z divodu tvorby chuti, viiné a prodlouzeni trvanlivosti fermentovanych vyrobkii. Jsou
tvofeny fylogeneticky pfibuznymi rody s n€kolika spole¢nymi biochemickymi rysy. Z hlediska
vyuziti v potravinaiskych fermentacich jsou vyznamné kromé rodu Lactobacillus i rody
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus, Weissella, Pediococcus, Bifidobacterim.
Jednim z hlavnich cili potravinaiského pramyslu je hledani a vybér nejvhodné&jsich kment pro
dosazeni vysoké kvality vyrobkt. Pfed pouzitim kmenl v potravinidch je nezbytnd jejich
spolehliva identifikace a charakterizace. Pro tyto ucely je dilezité mit k dispozici vhodné a rychlé
metody identifikace cilovych mikroorganismt a jejich vlastnosti.

V soucasné dob¢ se za timto ucelem stale Castéji pouzivaji molekularné diagnostické metody,
které jsou zalozeny na analyze DNA. Jednou zjejich hlavnich pfednosti je jejich rychlost
a spolehlivost. Pomoci amplifika¢nich metod, nejcastéji polymerazové fetézové reakce (PCR), je
vybrana ¢ast genomu bakterie zmnozena do takového mnozstvi, které je mozno detekovat dalSimi
technikami napt. elektroforézou a vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani - HRM anylyzou.

HRM analyza je vysoce specificka a citliva metoda zavedena do praxe v roce 2003 (Universita
of Utah a Idaho Technology, Inc Salt Lake City, UT), ktera umoznuje rozliseni jednotlivych PCR
produktt na zaklad¢ teplot tani. Metoda je schopna zjistit i malé sekvencni rozdily v PCR
fragmentech na zakladé¢ jejich teplot tani. Kiivky tani lze pouzit pro skenovani mutaci, parovani
sekvenci a multiplexni genotypovani - analyzy, které diive tradicné pozadovaly zpracovani
produkt PCR. V dne$ni dobé¢ je analyza HRM vyuzivana V mnohych oborech a odvétvich jak
védy, tak i v bézné praimyslové praxi, véetné potravinaistvi. Metody zalozené na analyze DNA
hraji stale vétsi roli nejen pii kontrole bezpecnosti potravin, ale také k detekci falSovani potravin
vzhledem Kk jeji stabilité.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Mlécné bakterie predstavuji pocetnou, morfologicky heterogenni skupinu mikrobti (Obr. 1).
Vyznauji se komplexnimi naroky na vyzivu, které jsou charakteristické fermentaci kyseliny
mlécné (Obr. 2). Jsou velmi naro¢né na vitaminy, nékteré z nich vyzaduji pro svij rist az Sest
riznych vitaminti. Koncentrace vitamini potfebna pro dosazeni maximalniho rtstu se u riznych

Nekteré druhy BMK jsou po staleti pouzivany k fermentaci nejriiznéjSich potravin, kde je
vyuzivano jejich schopnosti produkovat kyselinu mléénou. Béhem fermentacniho procesu se napf.
v jogurtech zvysuje koncentrace folat, a tim i jejich nutri¢ni hodnota.

Jsou nositeli statusu GRAS (Generally Recognized As Safe) tzn., Ze jsou povazovany za zcela
bezpeéné. Rada druhtt BMK je nejen proto vyuzivana v mlékarenském primyslu pii vyrobé
jogurtu jako startovaci kultury (Streptococcus thermophilus a Lactobacillus bulgaricus) nebo pti
vyrobé a zrani syrd (Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus, Streptococcus thermophilus
a mnohé dalsi). [2]

. ; TR
Obr. 1: L.brevis, L. casei, L. acidophilus [10]
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Obr. 2: Fermentace kyseliny mlééné [4]

2.1.1 Rod Lactobacillus

vvvvvv

Lactobacillus, ktery je v pfirodé velmi rozsifeny. Jeho druhy se vyskytuji v mléce, kde vyvolavaji
pfirozené kysani, dale v Ustech a travicim traktu savcil, na travinach, obili a jinych rostlinach
a Vv pudé.

Laktobacily jsou tazeny do celedi Lactobacteriaceae, jedna se o pravidelné grampozitivni,
robustni, nesporulujici tyCinky, tvofici Casto fetizky. VéEtSina druht je schopna rlstu pii teploté
45 °C (Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ma pii této teploté optimum). [1,3]



Pomérna ¢ast laktobacilti ziskanych z klinickych vzorka je mikroaerofilni, méné Casto jsou
zastoupeny obligatni anaeroby. [3]

VétSina druhti rodu Lactobacillus fermentuje glukézu a laktozu na laktat a odtud pochazi jméno
tohoto rodu. Patii sem druhy bakterii, které tvoii Cast ptirozené mikroflory ust clovéka,
gastrointestindlniho traktu a dalSich c¢asti téla (tato smés laktobacilii byva casto nazyvana
Doderleintv laktobacil a jde napf. o druh Lactobacillus acidophilus). Protoze kyselina mlécna
(laktat) diky snizeni pH zastavuje mnozeni hnilobnych bakterii, vyuziva se laktobacili ke
konzervaci potravin a ksilazovani pice. Nekteré druhy laktobacili se pouzivaji v mlécném
prumyslu (vyroba jogurtt, acidofilniho mléka, syrti). Takto pfipravené potraviny byvaji pro obsah
laktobacili doporucovany pacientiim trpicim stfevni dysmikrobii, vzniklou z pfedchoziho uzivani
Sirokospektalnich antibiotik. [1,3]

2.1.2 Metabolismus bakterii mlééného kvaSeni

Podle produkti katabolického metabolismu rozdélujeme rod Lactobacillus do tii skupin:

e Skupina I - obligatné homofermentativni laktobacily
Zkvasuji hexozy témét vyluéné na kyselinu mlé¢nou (>90 %). Tyto bakterie rostou spiSe
pii vysSich teplotach kolem 45°C. Do této skupiny patii vSechny termobakterie a dalsi
noveé popsané druhy. Patii sem napt. L. delbrueckii ssp. delbrueckii, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, L. delbrueckii ssp. lactis, L. acidophilus, L. salivarius a dalsi [4,5].

e Skupina Il - fakultativné heterofermentativni laktobacily
Hex6zy jsou fermentovany hlavné na kyselinu mlé¢nou (>90 %). Pii nedostatku glukozy
produkuji nékteré druhy kyselinu octovou, ethanol a kyselinu mravenci. Pentozy zkvaSuji
pomoci indukovatelné fosfoketoldzy. Teplota ristu se pohybuje okolo 15°C. Patii sem
naptiklad L. plantarum, L. pseudoplantarum, L. casei ssp. casei, L. rhamnosus, L. curvatus
a dalsi.

e Skupina Il - obligatné heterofermentativni laktobacily
Hexo6zy jsou fermentovany na kyselinu mlécnou, kyselinu octovou (ptipadné ethanol)
a CO2. Pentozy zkvaSuji na kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou. Teplota optimalniho
rustu se pohybuje vétSinou okolo 45°C. Tato skupina obsahuje v Orla-Jensenovém pojeti
heterofermentativni laktobacily tvofici plyn s plivodnim pojmenovani betabakterie a jiné
nové popsané druhy. Patii sem L. bifermentas, L. brevis, L. buchneri, L. confusus,
L. divergens, L. fermentum a dalsi [4,5,6].

2.1.3 Taxonomie bakterii rodu Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou taxonomicky obtizn¢ =zafaditelné na trovni druhu.
Rozmanitost se odrazi v zna¢né fenotypové a genotypové variabilité. Taxonomicky zafazené druhy
rodu Lactobacillusviz jsou uvedeny v Tabulce 1. Srovnavaci analyza 16S/23S rRNA genové sekvence
odhalila fylogenetické vztahy mezi laktobacily. K jednoznaénym a pfesnym taxonomickym
uceltim se vyuziva piedev§im molekularné-biologickych metod. [5,9]

Taxonomické zafazeni laktobacilt [6]:

Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celed Lactobacillaceae
Rod: Lactobacillus



Tabulka 1: Taxonomicky zatazené druhy rodu Lactobacillus [12]

L. acetotolerans L. collinoides L. homohiochii L. paralimentarius

L. acidifarinae L. coryniformis L. iners L. paraplantarum

L. acidipiscis subsp. coryniformis L. ingluviei L. pentosus

L. acidophilus subsp. torquens L. intestinalis L. perolens

L. agilis L. crispatus L. jensenii L. plantarum

L. algidus L. curvatus L. johnsonii L. pontis

L. alimentarius L. cypricasei L. kalixensis L. psittaci

L. amylolyticus L. delbrueckii L. kefiranofaciens L. reuteri

L. amylophilus subsp. bulgaricus subsp. kefiranofaciens L. rhamnosus

L. amylovorus subsp. delbrueckii subsp. kefirgranum L. rogosae

L. animalis subsp. indicus L. kefiri L. rossii

L. antri subsp. lactis L. kimchii L. ruminis

L. arizonensis L. diolivorans L. kitasatonis L. saerimneri

L. aviarius L. durianis L. kunkeei L. sakei

L. aviarius L. equi L. leichmannii subsp. carnosus
subsp. araffinosus L. farciminis L. lindneri subsp. sakei
subsp. aviarius L. ferintoshensis L. malefermentans L. salivarius

L. bifermentans L. fermentum L. manihotivorans L. sanfranciscensis

L. brevis L. fornicalis L. mindensis L. satsumensis

L. buchneri L. fructivorans L. mucosae L. sharpeae

L. casei L. frumenti L. murinus L. spicheri

L. catenaformis L. fuchuensis L. nagelii L. suebicus

L. coleohominis L. gallinarum L. oris L. suntoryeus

L. collinoides L. gasseri L. panis L. thermotolerans

L. coryniformis L. gastricus L. pantheris L. trichodes
subsp. coryniformis L. graminis L. parabuchneri L. ultunensis
subsp. torquens L. hammesii L. paracasei L. vaccinostercus

L. crispatus L. hamsteri subsp. paracasei L. vaginalis

L. curvatus L. helveticus subsp. folerans L. versmoldensis

L. cypricasei L. heterohiochii L. paracollinoides L. vitulinus

2.1.4 Vyznam a vyuziti bakterii rodu Lactobacillus

Z mikrobiologického hlediska je funk¢éni vyznam bakterii rodu Lactobacillus pro technologii
vyroby potravin nepostradatelny:

e pozitivni vyznam
- fermentované potraviny (pfirozené, startovaci kultury)
- probiotika

- antibakterialni efekt (redukce pH, bakteriociny)
- fermentace rostlinnych zbytkt v pfirodé

Bakterie rodu Lactobacillus mohou také znehodnocovat potravinarské vyrobky:

e negativni vyznam

- kazeni potravin (pivo, vino, ovoce, mléko, maso, ryby) [1,11,13]

2.1.5 Probiotika

Terminem probiotika jsou oznacovany zivé mikroorganismy, které poskytuji ur¢ité zdravotni

benefity. Probiotika jsou-li podavany v adekvatnim mnozstvi, pfispivaji ke zlepseni zdravotniho
stavu hostitele. Jako probiotické kultury jsou obvykle pouzivany bakterie, které ptirozené obyvaji
lidsky travici trakt. Nejpouzivanéjsi probiotické mikroorganismy jsou zastoupeny pievazné kmeny
Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus (Tabulka 2). Pfiznivé ucinky probiotickych
bakterii zahrnuji tlumeni alergii, imunostimula¢ni U€inky, prevenci kolorektilniho karcinomu,
zmirnéni zacpy a prevenci a podplirnou terapii zanétlivych stfevnich onemocnéni a prijmd.
[3,9,14,16]

Za normalnich fyziologickych podminek, imunitni systém chrani jedince pfed vétSinou infeket.
Funkce imunitniho systému muze byt, ale docasné snizena v dusledku vnitinich ¢i vnéjsich
faktorti. Tato funkce byt trvale oslabena naptiklad u starSich pacienti nebo u kojenci, kdy jesté
neni plné vyvinuta. Dokonce i kratké obdobi se snizenou imunitou, mize ohrozit zpusobilost
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bojovat s infekcemi. Probiotika maji schopnost imunitné systém pii jeho oslabeni stimulovat. [14,
15,17]

Probiotikum musi spliiovat nékolik kritérii. Bakteridlni kmen musi byt Zivotaschopny, musi
odolavat kyseliné a Zlu¢i, byt schopny setrvavat dlouho v zazivacim traktu, produkovat
antimikrobialni latky k modulaci imunitni odpovédi a odolavat technologickym procesium.
Néktera probiotika patii mezi bakterialni druhy, které jsou po staleti pouzivany pii vyrobé
fermentovanych mlé¢nych vyrobka. [16,20]

Tabulka 2: Seznam nejpouzivanéjSich probiotickych organismii [16,20]

Probiotické organismy

druhy rodu Lactobacillus druhy rodu Bifidobacterium dalsi mikroorganismy
Lactobacillus acidophillus Bifidobacterium bifidum Streptococcus thermophillus
Lactobacillus rhamnosu Bifidobacterium lactis Saccharomyces boulardii
Lactobacillus gasseri Bifidobacterium longum Saccharomyces cerevisiae
Lactobacillus bulgaricus Bifidobacterium infantis Esterichia coli
Lactobacillus casei Bifidobacterium adolescensis Clostridium butyricum
Lactobacillus paracasei Bifidobacterium breve Bacillus cereus
Lactobacillus lactis
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus johnsonii

Biologické ucinky probiotik jsou druhové i kmenové specifické a 1iSi se nejen podle druhu
mikroorganismi, ale u¢inky jsou rozdilné i mezi jednotlivymi kmeny. Uspéch (nebo selhani)
jednoho kmene nelze vztahovat na kmen jiny.

Jednoznacné identifikace 1ze dosdhnout zejména pouZzitim molekularné diagnostickych metod
zalozenych na analyze nukleovych kyselin (DNA). [14,15]

2.2 Deoxyribonukleova kyselina

DNA je polymerni molekula a je chemickym zakladem dédi¢nosti.
Skuteénost, ze DNA je nositelkou genetické informace, byla poprvé popsana v roce 1944 na
zéklad¢ série pokusti Averyho, MacLeoda a McCartyho. Tito védci prokazali, Zze dédi¢nost spociva
v DNA a nikoli v proteinech. Autofi popisovali objevenou latku, dnes oznacovanou jako DNA,
jako ,transforma¢ni faktor". Podobné pokusy byly provedeny s kvasinkami, se sav¢imi
kultivovanymi bunkami, Se zarodky hmyzu a hlodavcu jako pfiijemci a klonovanou DNA jako
darcem genetické informace. [18,19,20]

Bez nukleovych kyselin Zivot na nasi planeté¢ nemozny. DNA pfedstavuje geneticky material
vSech bungk, eukaryotickych i prokaryotickych. [18,20]

2.2.1 Struktura DNA

DNA obsahuje 2-deoxy-D-ribosu a ¢tyfi deoxyribonukleotidy adenin, guanin, cytosin a thymin.
Tyto monomerni jednotky DNA jsou spojeny Vv polymerni formu pomoci 3',5'-fosfodiesterovych
vazeb, jak je znazornuje Obr. 3. [18,21]
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Obr. 3: Usek fetézce DNA, ve kterém jsou purinové a pyrimidinové base adenin (A), thymin (T), cytosin
(C) a guanin (G) napojeny N-glykosidovymi vazbami na 2'-deoxyribosové zbytky spojované
fosfodiesterovymi vazbami v jeden fetézec. [18]

Nukleové kyseliny maji — stejné jako bilkoviny — primarni a sekundarni strukturu, ale také
vyssi struktury. Podle rozdilnych struktur, podle poctu a tvaru fetézcl 1 podle hodnot molekulové
hmotnosti (Mr) rozeznavame nékolik typt nukleovych kyselin, z nichz nejvétsi vyznam maji:

Jadernd DNA DNA
Plasmidova DNA csDNA
DNA dvoutetézcova (double strand) dsDNA
DNA jednoftetézcova (single strand) SSDNA
DNA mitochondrialni mtDNA [21]

2.2.2 Stabilita DNA

Informaéni obsah DNA (geneticky kod) je dan pofadim monomerti - purinovych
a pyrimidinovych deoxyribonukleotidii. Popsany polymer je polarni; na jednom konci je
5'-hydroxylova nebo fosfatova skupina, zatimco na druhém konci je 3'-fosfat nebo hydroxylova
skupina. Jelikoz geneticka informace je ulozena v potfadi monomernich jednotek polymeru,
existuje mechanismus, ktery reprodukuje nebo replikuje tuto specifickou informaci s vysokou
piesnosti. Tento poZzadavek spolu s Uidaji z rentgenové difrakce molekuly DNA a se Chargaffovym
pozorovanim, Ze v molekule DNA je shodné mnozstvi deoxyadenosinovych (A) a thymidinovych
nukleotidd (T) - (A = T) a shodné mnozstvi deoxyguanosinovych (G) a deoxycytidinovych
nukleotidll (C) - (G = C), vedl na zacatku padesatych let Watsona, Cricka a Wilkinse k navrhu
modelu dvoufetézcové molekuly DNA. Dva fetézce DNA jsou spojeny vodikovymi mistky mezi
purinovymi a pyrimidinovymi basemi do pravoto€ivé dvousroubovice. Parovani purinovych
a pyrimidinovych nukleotidii opacnych fetézcl je velice specifické. Je dano vodikovymi vazbami
AsTaG s C (Obr. 4). Ve dvoufetézcové molekule je omezena rotace kolem fosfodiesterovych
vazeb. Oba fetézce, jejichZ protéjsi base jsou vazany vodikovymi vazbami, jsou svinuty kolem osy
do dvousroubovice. Dvouretézcova DNA existuje v 6 formach (A az E a Z). Za fyziologickych
podminek se DNA vyskytuje obvykle ve formé¢ B (nizkd koncentrace soli a vysoky stupeni
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hydratace). Jedna otacka B-formy DNA obsahuje 10 pari basi. Jedna otacka méti 3,4 nm.
Dvousroubovice ma pramér 2 nm. Jak ukazuje Obr. 4, deoxyguanosinovy a deoxycytidinovy
nukleotid jsou spojeny tiemi, zatimco par A-T dvéma vodikovymi vazbami. Par G-C je asi 0 50 %
pevnéjsi nez A-T. Z tohoto diivodu, a téz na zéklad¢ hydrofobnich interakci mezi vrstvenymi
basemi, jsou useky DNA bohaté¢ na pary G-C mnohem odolné&jsi k denaturaci nez useky bohaté na
pary A-T. [18,19,20]

CH,

I/\fo.
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\TI/ ~H,
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Obr. 4: Sparovani deoxyadenosinu a thymidinu je umoznéno 2 vodikovymi vazbami. Tii takové vazby
vzniknou mezi deoxycytidinem a deoxyguanosinem. PferuSované cary predstavuji vodikové vazby.
Sacharidovou sloZzkou DNA je 2-deoxyribosa [18]

V molekule DNA jsou Zlabky, vzdy jeden velky a jeden maly Zlabek, které jsou podél molekuly
paraleln¢ s fosfodiesterovou pateti (Obr. 5). V zlabcich mohou proteiny specificky interagovat
S dostupnymi atomy nukleotidi (obycejné vodikovymi vazbami), a tak rozpoznavat specifické
nukleotidové sekvence a navazovat se na né, aniZ by se porusilo parovani basi dvouSroubovicové
molekuly DNA. [18]

V neutralnim prostiedi buniky se fetézec ionizuje na fosfatovych zbytcich. Vzniklé zaporné
naboje molekulu stabilizuji, nebot’ se vzajemné odpuzuji a tim udrzuji fetézec extendovany.
Fosfodiesterovd vazba je napadnutelna fosfodiesterasami; energetickd bariéra proti této
hydrolytické reakci je vysokd, a proto je polynukleotidovy fetézec staly — DNA lze dokazat 1 ve
fosiliich. [21,22]

Maly 3labek { 1<
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Obr. 5: Watsontv a Crickiv model dvousroubovicové struktury DNA [18]
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2.2.3 Denaturace (tani) DNA

Denaturace DNA se pouziva k analyze jeji struktury. Dvouftetézcova struktura DNA muze byt
rozvolnéna (,,tani") ohfatim nebo zvySenim koncentrace soli. Rozpoji se pary basi a base se
volnéji pohybuji v prostoru, 1 kdyz zlstavaji navazany na fosfodiesterovou patei polymeru. Pii
této denaturaci se zvysi optickd absorbance purinovych a pyrimidinovych basi. Jev se nazyva
denaturacni hyperchromicita. Diky interakcim naskladanych basi a vodikovym vazbam mezi nimi
je dvouretézcova molekula DNA pomérné rigidni utvar a jeji roztok je viskosni. Viskosita se pfi
denaturaci ztrati. Retézce dané molekuly DNA se oddé&luji v zavislosti na teploté. Teplota, pfi které
absorbance stoupne o polovinu celkového vzestupu, se nazyva bod tani neboli Tp,. Ty, je zavisly na
slozeni basi DNA a na koncentraci soli Vvroztoku. Desetinasobné zvySeni koncentrace
jednomocnych kationtd zvysi T, o 16,6 °C. Formamid, ktery se bézn¢ pouziva v pokusech
s rekombinantni DNA, uvoliiuje vodikové vazby mezi basemi a snizuje Ty. To umoznuje
oddélovat fetézce DNA a fetézce hybridi DNA-RNA pii mnohem niz§ich teplotach, a tak se
snizuje na minimum trhani fetézce, které je pii vysokych teplotach casté. [18]

2.2.4 Replikace DNA

Geneticka informace ulozena v nukleotidové sekvenci DNA slouzi dvéma ucelim. Je zdrojem
informace pro syntézu vsech proteind bufiky a organismu a poskytuje informace dédéné dcetinou
bunikou nebo potomkem. K obéma témto funkcim je tfeba, aby DNA byla matrici (templatem)
V prvnim piipad¢€ pro piepis (transkripci) informace do RNA a ve druhém piipadé pro replikaci
informace do dcefiné molekuly DNA. Komplementarita modelu dvousroubovicové DNA
naznacuje, ze replikace molekuly DNA probiha semikonservativnim zplsobem. Kdyz se pii
replikaci jeden fetézec dvoufetézcové matetské molekuly DNA oddali od svého komplementu,
pak kazdy z obou fetézcl poslouzi jako matrice, na které je syntetizovan novy komplementarni
fetézec (Obr. 6). Kazda ze dvou nové vytvoienych dvoutetézcovych dcefinych molekul DNA
obsahuje jeden ptivodni a jeden nové syntetizovany fetézec (Obr. 7). Po replikaci piejde kazda
Z téchto DNA do jedné ze dvou dcefinych bungk, takZe obé obsahuji molekuly DNA s identickou
informaci, jako méla matetska bunka, i kdyz ziskané molekuly DNA vznikly semikonservativné.

Replikace DNA tedy musi byt Uplnd a musi byt provedena s vysokou ptresnosti, aby se
v organismu a uvniti druhu zachovala geneticka stabilita. Replikace DNA je slozity d&j zahrnujici
mnoho bunéénych funkci a nékolik ovéfovacich postupli, aby zminénd piesnost byla zajisténa.
[18,19]
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Obr. 6: Dvousroubovicova struktura DNA a templatova funkce starych fetézcu, na kterych se syntetizuji
nové komplementarni fetézce. [18]

Pivodni molekula

Decefinné molekuly g
pryni generace /

\'\.
Dcefinné molekuly
druhé generace

Obr. 7: Replikace DNA je semikonservativni. Béhem kazdé replikace jsou oba fetézce DNA pouzity jako
matrice pro syntézu novych, komplementarnich fetézct. [18]
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2.3 Metody analyzy probiotickych mikroorganismi

Zakladem analyzy mikroorganismii, a t0 nejen v potravinovych vyrobcich, jsou
mikrobiologické metody nebo metody molekularni biotechnologie, kde je cilem ziskat
templatovou DNA, ktera je nasledné analyzovana. [24]

2.3.1 Tradi¢ni fenotypova identifikace

Tato metoda je zalozena pfrevazné na morfologickych charakteristikach bun¢k, ale jako
spolehlivd metoda je casto nedostatecnd. Proto se v souCasné dob& pouzivaji pievazné
molekularné diagnostické metody. [24]

2.3.2 Molekularné diagnosticka identifikace

V dnesni dobé je pro rodovou a druhovou identifikaci bakterii k dispozici celd fada
molekularné diagnostickych metod. U nékterych je potieba velkého mnozstvi DNA ¢i RNA ve
vzorku, protoze nedochazi k amplifikaci (namnozeni) cilovych nukleovych kyselin. Mezi tyto
klasické metody fadime napi southern blot a nothern blot. Oproti tomu amplifika¢ni metody
(zaloZené na polymerazové fetézové reakci) se vyznacuji vysokou sensitivitou a specifitou a jsou
dobfie funkéni i pfi nizkém mnozstvi cilovych nukleovych kyselin v analyzovaném vzorku. [25]

Velky rozvoj molekuldrné — diagnostickych technik pfinesl znacné zmény v taxonomii bakterii
a umoziluje spolehlivy zplisob porovnani piibuznosti mezi jednotlivymi rody, druhy i kmeny.
Mezi prvnimi molekularnimi diagnostickymi metodami byly popsany: DNA/DNA hybridizace
(ajeji fluorescencni varianta in situ hybridizace — FISH), sekven¢ni analyza gent pro 16S rRNA
(Obr. 8) nebo 23S rDNA, hybridizace se specifickymi sondami, RFLP analyza (polymorfismus
délky restrikénich fragmentti) nebo ribotypizace. [7,26]

Metoda, které byla pouzita v této diplomové praci je polymerazova fetézova reakce (PCR)
s elektroforetickou detekci fragmentii a PCR v redlném case s analyzou vysokorozliSovacich
ktivek tani detekovanych fragmentt.

Zékladnim pozadavkem pro spravnost molekularnich metod je izolace kvalitni DNA.[26]

O T

Obr. 8: Struktura bakterialni 16S rRNA [39]
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2.4 Polymerazova retézova reakce

Rozvoj nové generace molekularnich metod piedurcila pravé polymerazova tetézova reakce
(Polymerase Chain Reaction). [7] Polymerazova fetézova reakce (PCR) je enzymova metoda,
ktera slouzi k rychlé syntéze velkého mnozstvi definovaného useku DNA in vitro.
Vzhledem k vysoké citlivosti detekce je mozné PCR pouzit pro zjisténi pfitomnosti velmi malého
mnozstvi nukleové kyseliny ve vzorku. Zakladem uspésné reakce je pouziti neporuseného useku
DNA, jenz ma byt amplifikovany. [8,23]

2.4.1 Princip PCR

PCR je metoda zmnozeni urcité sekvence DNA. Jeji specificnost je zalozena na pouziti dvou
vychozich nukleotidovych jednotek (primeri), které hybridizuji do komplementarnich sekvenci
opacnych vlaken DNA a ohranicuji zddanou sekvenci. Vzorek DNA je nejdiive zahiivan, aby se
oddélila obé vladkna, primery se nechaji navazat na DNA a kazdé vldkno je kopirovano
DNA-polymerazou pocinajic od primeru. Dvé vlakna DNA slouzi pak jako matrice pro syntézu
nové DNA ze dvou primerd. Opakovani cykli denaturace, piipojeni primerd k jejich
komplementarnim sekvencim a prodluzovani piipojenych primert DNA polymerazou vede
k exponencialnimu mnozeni segmenttt DNA o definované délce (viz Obr. 9).

Ptesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych kroka je tfeba optimalizovat. Tyto kroky se
25X az 35x cyklicky opakuji. Optimalni pocet cykll je zavisly na vychozi koncentraci templatové
DNA. Nové vytvofena DNA se v dal§im cyklu stava matrici (templatovou DNA). Cely proces
amplifikace probiha v pfistroji termocykler, v némz se teplota méni automaticky
V naprogramovanych ¢asovych intervalech. [18,23,25]

Aby byl zabezpecen spravny prubéh PCR, je potteba pfipravit reakéni smés (master mix)
obsahujici templatovou DNA, primery, dNTPs, reakéni pufr, hofec¢naté kationty, PCR H,0
a DNA-polymerazu (nejcastéji se pouziva termostabilni Taq polymeraza izolovana z termofilni
bakterie Thermus aquaticus). Vyslednym produktem polymerazové fetézové reakce jsou
amplikony, useky DNA s definovanou délkou, o velikosti obvykle desitky az tisice part bazi (bp).
Koncentrace a mnoZstvi jednotlivych komponent reakéni smési hraje rozhodujici roli pii tvorbé
PCR produktu a stanovuje se empiricky.

Prvni PCR reakce pouzivaly DNA polymerazu E. coli, ktera vSak byla v kazdém denatura¢nim

cyklu teplem nevratné znicena. Nahrada teplotné stabilni DNA-polymerazou z Thermus aquaticus
- organismu, ktery Zije a rozmnozuje se pii 70 - 80 °C, tento problém odstranila a umozZnila reakci
automatizovat. Polymerazova reakce muze nyni probihat piti 70 °C, kdy se také zlepsila
specifi¢nost reakce a vytézek DNA. [18,23,25]
Spravny prubéh reakce se sleduje systémem kontrol. Ty nam mohou indikovat napt. kontaminaci
PCR komponent (negativni kontrola) nebo funk¢nost vSech slozek reakce (pozitivni kontrola).
Aby nedochézelo ke kiizovym kontaminacim, je potieba mit od sebe odd€lené prostory pro izolaci
DNA, pfipravu reakéni smési (nejlépe lamindrni box) a manipulaci s PCR produkty, vcetné
samostatnych pomtcek pro kazdou z téchto Cinnosti. Tyto mistnosti by se mély pravidelné
dekontaminovat UV svétlem. [18,23,25]
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Obr. 9: Polymerazova fetézova reakce [23]

2.4.2 Detekce PCR produktu

K analyze produkti polymerdzové tfetézové reakce mohou byt pouzity rizné metody. Napf.
hybridizace, ELISA nebo sekvenéni analyza. K rozd¢leni fragmenti DNA je pro svoji technickou
jednoduchost a vysokou spolehlivost nejcastéji uzivana tzv. gelova elektroforéza (ELFO).
Pohyblivost molekul v elektrickém poli ur€ité intenzity je zavisla na jejich velikosti, tvaru
anaboji. Na rozdil od bilkovin, u nichZz jsou vSechny tfi uvedené faktory variabilni, je
u nukleovych kyselin pomér hmotnosti a naboje konstantni, protoZe nukleotidy, které je tvoii, maji
stejnou hmotnost a nesou vzdy negativni naboj. Pokud provadime elektroforézu v nosici s velkymi
pory, ktery nerozdéluje podle velikosti a tvaru, je pohyblivost molekuly zavisld jen na jeji
hmotnosti. Jako vhodny materidl pro nosi¢ jsou v genové technologii vyuzivany gely
polysacharidu agarézy. Agar6zové gely nejsou piili§ stabilni a nalévaji se horizontaln¢ do plastové
komory. K vizualizaci rozdélenych fragmenti se gely po prob&hlé reakci barvi roztokem
etidiumbromidu, Toto barvivo vydava po vazbé na DNA pod UV paprsky riazovou fluorescenci, ve
vodném roztoku ale nefluoreskuje. Na ilustracnim Obr. 10 1ze pozorovat vysledek elektroforézy
dvou rozdilnych fragmentti (béh 1 a 2). Srovnani jejich profilti s drdhou polynukleotidu znamé
délky (béh 3), bp (pary bazi) udava pro fragment 1 délku asi 800 bp a 1800 bp pro fragment 2.
Pruhy 1ze po obarveni z gelu vypreparovat a v nich obsazenou DNA extrahovat a pouzit v dalSich
pokusech. [8,23]
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Obr. 10: Vysledek elektroforézy DNA [23[ Obr. 11: Etidiumbromid [23]

Dalsi detekéni metodu lze pouzit vysokorozliSovaci analyzu ktivek tani (QPCR-HRMA), kdy
pro rozliSeni fragmentt je pouzito DNA saturujicich barviv. Vice o této metodé¢ viz kapitola 2.5.

2.4.3 Modifikace PCR

Polymerazova fetézova reakce je pouzivana ve vice variantach, které jsou upraveny podle ucelu
analyzy.

Dnes velmi vyuzivanym typem polymerazové fetézové reakce je real-time PCR (qPCR), ktera
umoziuje piimou detekci a kvantifikaci PCR produktu ,,v redlném case* (v pribéhu celé PCR
reakce), nikoliv az po skonceni reakce. Pti stanoveni PCR produkti se vyuziva sledovani
fluorescenéniho signédlu. Jeho intenzita je permanentné snimdna a analyzovana specidlnim
pfistrojem, ve kterém zaroven probiha PCR, tudiz se amplikony nemusi detekovat
elektroforeticky. Tim je tato technika zjednodusSena a urychlena. Stanoveni mnoZstvi molekul
nukleovych kyselin ve vzorku se vyuziva pfi studiu detekce patogennich mikroorganismu a vird.
Pfednosti metody qPCR  je zejména rychlost - bez nutnosti detekce PCR produktu (vysledek do
nékolika hodin), jednoduchost provedeni, piesnost a citlivost.

K detekci vznikajiciho PCR produktu lze vyuZit fluorescencni barviva, fluorescenéné znacené
hybridiza¢ni sondy nebo fluorescenéné znac¢ené primery. [25]

e Interkalaéni barviva vazajici se na DNA: jedna se o fluorescenéni barviva. Mezi
nejpouzivanéjsi patii kyaninova barviva SYBR Green, ktera fluoreskuji po vazbé na mensi zlabek
dsDNA. Flurescence SYBR green | je po vazbé na DNA az 1 000x vyssi a fluorescenéni signal se
zvySuje se vzristajicim mnozstvim PCR-produktu. Méfeni intenzity signalu probiha na konci faze
elongace nebo prubézné. Hlavni nevyhodou fluorescencnich barviv je nemoznost rozliSeni
specifickych a nespecifickych produkti PCR z divodu, Ze se mohou vazat do jakékoli
dvousroubovice DNA, napf. dimery primerd.

Prvnim interkala¢nim barvivem pouzitym pro gPCR byl ethidium bromid (EtBr — viz Obr. 11),
ktery vydéava fluorescenci po navazani na dsDNA. Z divodu jeho mutagennich ucinkli a malé
senzitivity se vSak dnes jiz téméf nepouziva. Ve vysSich koncentracich se sice senzitivita EtBr
zvySuje, ale tyto koncentrace inhibuji PCR reakci.

e Fluorescenéné znaené sondy vézajici se na stiedni ¢ast amplikonu: napf. sondy TagMan™ -
jsou to oligonukleotidy a jsou komplementarni k jednomu z fetézcti templatové DNA v misté mezi
obéma primery. Teplota tani (Tp) je asi o 10 °C vyssi neZ je Tr, primert. Sonda se vaze na vnitini
cast amplifikované sekvence apokud vytvaii homoduplex. Je rozloZena 5’exonukledzovou
aktivitou Tag DNA-polymerazy. To zpidobi ukonéeni zhaseni a emisi fluorescence. Sondy, na
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rozdil od interkalacnich barviv detekuji vyhradné specifické produkty. Jejich hlavni nevyhodou je
vysoka cena a komplikovana optimalizace, nelze je uzit pti analyze kiivky tani.

e Fluorescencné¢ znacené primery: primery, jako napt. AmpliFluor™ nebo technologie LUX,
s vlasenkovou strukturou funguji na podobném principu jako sondy (k vyrazné emisi dochazi az
pii naruseni struktury primeru béhem syntézy DNA u specifickych produkti) [25,27,28,29].

2.4.4 Inhibitory PCR

Technika PCR umoznuje teoreticky detekovat jednu jedinou buniku ¢i molekulu DNA. Spravny
prubéh reakce ale muze byt narusen piitomnosti celé fady inhibitord. Zejména potravinové matrice
se vyznacuji jejich velkym mnozstvim.

Za snizeni citlivosti ¢i Uplné selhani reakce mohou byt zodpovédné bakteridlni enzymy

(nukleazy, proteazy), polysacharidy, proteiny, lipidy a dali slozky potravin (napt. ionty Ca®*
u mléénych vyrobkl, myoglobin u masnych vyrobku), slozky kultivaénich médii, detergenty,
antibiotika, aj.
Jiz pti izolaci nukleové kyseliny miize dojit k selhdni bunécné lyzy nebo degradaci templatové
DNA ¢i RNA. Poskozeny mohou byt také primery (zejména ty s niz§i teplotou tani), ptipadné
muze dojit k obsazeni jejich cilovych mist. Termostabilni DNA-polymerazu mohou inhibitory
inaktivovat. K inhibici dojde snaze, pokud je nizkd koncentrace templatové nukleové kyseliny
a pokud se tvofi dlouhy amplikon nebo amplikon s niz§im obsahem G+C bazi. U real-time PCR
muze byt inhibovan také fluorescenc¢ni signal. Tyto nezadouci vlivy se mohou projevit jako falesné
negativni vysledek. [25]

245 Vyhody, nevyhody a vyuziti metody PCR v praxi

Mnozit jde sekvence DNA o délce od 50-100 bp az do 2,5 kbp. Po dvaceti cyklech je stupeit
namnozeni ~10° a po tficeti cyklech ~10°. Metoda dovoluje namnozit a analyzovat DNA z jediné
bunky. [18]

Automatizovana chemicka syntéza stfedné dlouhych nukleotidd (-100 nukleotidd) s pfesnou
sekvenci je nyni rutinni laboratorni metodou. Ma vsak 1 svd omezeni. Jeji citlivost je tak vysoka,
ze u kontaminovanych vzorkii se mohou vyskytnout faleSné¢ pozitivni reakce. Naopak
Vv pfitomnosti kontaminujicich latek, které PCR inhibuji, miZe dojit k faleSné¢ negativni
reakci. V potravinaiské mikrobiologii se polymerazova fetézova reakce vyuziva jednak k rychlé
detekci alimentarnich patogent piimo ze vzorku, jako jsou Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, atd. Vyuziti nachazi také pii rodové konfirmaci a druhové
identifikaci mnoha bakterii (napf. bakterie mlécného kvaSeni) a dale pii prikazu gent kodujicich
faktory virulence, gend rezistence k antimikrobidlnim latkam a genti zodpovédnych za tvorbu
enterotoxind, biogennich amini ¢i bakteriocint.

Ve vzorcich potravin se patogenni mikroorganismy vyskytuji obvykle v nizkych poctech a pfi

jejich prikazu standardnimi metodami je nutné je nejprve pomnozit, ¢imz se prodluZzuje doba
identifikace. Vyuziti PCR tedy vyznamné zkracuje pottebnou dobu stanoveni. Na druhou stranu,
stejné jako u jinych alternativnich metod, musi byt pozitivni vysledek (prikkaz patogenniho
mikroorganismu piimo ve vzorku) potvrzen standardni kultivacni metodou.
Kazdy synteticky cyklus trva n€kolik minut, takze celou molekulu lze pfipravit syntézou pomérné
kratkych segmentd, které se pak navzajem spoji. Oligonukleotidy jsou nyni nepostradatelné pro
sekvenovani DNA, prohledavani GenBank, stanoveni zmén pohyblivosti DNA, v fetézové
polymerazové reakci a v mnoha jinych aplikacich. [18]
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2.5 VysokorozliSovaci analyza krivek tani

Kombinace PCR v realném c¢ase s vysokorozliSovaci analyzou kiivek tani (qJPCR-HRM) je
vysoce citliva a rychla metoda, kterou lze vyuzivat k zachytu jedno- i vice nukleotidovych zamén
v DNA, slouzi jako nejjednodussi metoda pro stanoveni genotypu, skenovani mutace
a odpovidajici sekvence. Vysokého rozlisSeni je dosahovano pouzitim tzv. DNA saturujicich barviv
a pomoci pfistrojii s vysoce piesnou a stabilni kontrolou ¢asového teplotniho gradientu. Béhem
postupného zahiivani dochdzi k taveni dvouSroubovice DNA, ¢imz se z ni barvivo uvoliuje
a dochazi k poklesu fluorescence. Pfitomnost heteroduplexu v analyzovaném amplikonu DNA
meni tvar kiivky tani, ktery je charakteristicky pro konkrétni zdménu na konkrétni pozici daného
amplikonu.

Analyza HRM se nevztahuje pouze na klinicky vyzkum a diagnostiku, ale je také ucinnym
nastrojem pii analyze potravin. Je velmi nakladové efektivni metodou s vysokou rozlisovaci

schopnosti pro identifikaci a diferenciaci kultivari a blizce ptibuznych druhG mikroorganismu.
[29,30]

2.5.1 Princip HRMA

DNA s dvojitym feté¢zcem (dsDNA) je pii pokojové teploté velmi stabilni. S rostouci teplotou
ale fetézce zacinaji disociovat, dokud nejsou zcela oddéleny. Teplota, pifi které je pravé 50 %
z DNA jednofetézcové (SSDNA), se nazyva teplota tani (Tr). T je zavisla na délce pard bazi
guanin-cytosin (GC), obsah DNA fragmentu - GC pary bazi jsou stabilngjsi nez délka paru bazi
adenin-thymin (AT). Sekvence DNA s vysokym obsahem GC proto maji vys$si Ty nez DNA
sekvenci, které obsahuji nizky pocet GC parli bazi. Analyza kiivky tani je Casto pouzivana
S polymerazovou fetézovou reakci v realném case (real-time PCR) za celem ovéfeni, zda byly
vytvofeny spravné produkty PCR (amplikony). Pfedpokladem pro provedeni analyzy kiivky tani
je amplifikace templatu v piitomnosti dSDNA s navazanym saturovanym barvivem, napf.
SYTO-9. Ve vazaném stavu vykazuje vysokou fluorescenci.

VysokorozliSovaci analyza kiivek tani je zaloZena na postupném zvySovani teploty po
poslednim cyklu PCR. Na zacatku ziskame vysoky fluorescenéni signal vzhledem k vysokému
poc¢tu (dvoutetézcovych) amplikonti pfitomnych v PCR zkumavce. Nicméné, pti vyssi teploté
dsDNA disociuje, barvivo se uvolni a je pozorovano snizeni fluorescen¢niho signalu. [29,30]

2.5.2 Saturaéni barviva

Fluorescen¢ni barviva, ktera se bézné pouzivaji pro real-time PCR a analyzu tani napft.
SYBRGreen, PicoGreen, Etidiumbromid atd., nefunguji dobie pro HRM analyzu. Divodem je
pouziti barviva v omezené koncentraci, vzhledem Kk toxicit¢ pro PCR a jeji nasledné inhibici.
Z divodu niz$i koncentrace nesaturacni barvivo nevyplni vSechna vazebni mista v fetézci DNA.
(Obr. 12) Pro HRM analyzu byla vyvinuta saturaéni barviva, ktera poskytuji maximalni
fluorescenci (sytost). Satura¢ni barviva jsou oproti fluorescenénim barvivim mnohem méné
toxicka, takze jejich vyssi koncentrace je bez rizika inhibice PCR. Barvivo vyplni vSechna
vazebna mista v fetézci DNA a nezanecha zadny volny prostor. [48, 49] (Obr. 13)
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Obr. 12: Nesatura¢ni barvivo [48]
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Obr. 13: Saturaéni barvivo [48]
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a heteroduplext ve smési DNA v jejim prabchu taveni.
Na Obr. 14 jsou znazornény nejcitlivéjsi barviva — sefazeny dle detekéni citlivosti, kterd jsou
vyuzivany pro HRM analyzu. [47]

100% Saturaéni barviva Tradiéni barviva
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&0%
Tl
B0%
S0%
40%
0%
2] 20%

10%

L T i T =

LCGreen Roche gsyTO9 ; SYBER Etdo
PLUS HEM PicoGreen Green r

Obr. 14: Heteroduplexni detekéni citlivost riznych barev [47]
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Fluorescencni DNA barvivo SYTO-9 obsazené v produktu qPCR 2x SYTO 9 Master Mix
umoznuje amplifikaci del$ich fragment DNA (az do velikosti 1kbp) a je vhodné pro HRM (,,high
resolution melting*) analyzu amplifikovanych tsekit DNA. [45]

2.5.3 Analyza dat

Taveni amplikonu se provadi postupnym zvySovanim teploty po poslednim cyklu PCR (napf.
0,1°C/2s). T amplikonu mutze byt ur¢ena z inflexniho bodu kiivky tani nebo z tavného piku
ziskaného vynesenim negativni derivace fluorescence (F) nad teplotou (-dF /dT) proti teploté (T) -

(Obr. 15). Pro analyzu je vhodné mit ke kazdé sadé vzorku pfifazeny také referencni vzorky.
[29,30,31]

Krivka tani

Obr. 15: Analyza tavici kiivky [29]
254 Vyhody HRMA

Analyza HRM se provadi ve stejné zkumavce jako pii amplifikatnim kroku. Tim je analyza
HRM rychlejsi a méné pracna, a také bez pouziti nebezpecnych chemikalii. Provedeni analyzy
V uzavieném systému sniZuje riziko kontaminace, a tim nedochazi k ovlivnéni pfesnosti vysledku.
Prestoze analyza HRM je presna areprodukovatelna, je nutné pouziti znamych referencnich
kment jednotlivych druhii pro charakterizaci neznamych vzorki. HRM analyza je také méné
nakladna nez napf. metody sekvencnich technik. Jelikoz se jedna o nedestruktivni metodu je
mozna i nasledna analyza, napi. gelové elektroforéza. [29,33]

Analyza HRM je velmi specifickd, citlivd metoda. Napi. u real-time PCR pfistroje je mozZno
ziskat pouze jeden datovy bod na °C a sledovani rozdilu teploty tani je >> 1 °C, zatimco HRM
analyzator ziska 200 datovych bodii na °C a sledovéni rozdilu teploty tani je < 0,5°C. Cim vyssi
hustota dat, tim pfesné&jsi analyza. [47]
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2.5.5 Diilezité aspekty v rozvoji metody analyzy HRM

Analyza HRM zahrnuje amplifikaci templatu DNA v pfitomnosti nasyceni barviva pomoci
PCR, dale nasledného tani amplikonl a nakonec analyzu a interpretaci dat.
Dulezitymi aspekty jsou kvalita a mnozstvi vzorku DNA. DNA by méla mit jak vysokou integritu,
tak 1 vysokou cCistotu a vzorky by se nemély vyznamné liSit v mnozstvi DNA. Dale jednim
Z parametrt, které siln€ ovlivituji chovani tani dsDNA je koncentrace MgCl,.

Specifickd atc¢innd amplifikace DNA je podminkou pro ziskdni spolehlivych
a reprodukovatelnych profilt tani.
DNA o nizké kvalité se pii analyze projevi vyskytem nespecifickych produkti, viz Obr. 16. Jejich
vykazuji vzhledem k primarnimu produktu niz$i teplotu tani. Tento jev nam casto zkresluje
vyhodnoceni HRM analyzy. [28, 29, 32]

047
Mespecifické
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Obr. 16: Teplotni profily amplifika¢nich produktti [44]

Navrh primerQ, optimalizace podminek PCR a kvalita DNA jsou proto vyznamné kroky pro
spravnost metody. Pti navrhovani primeri je tfeba klast diraz na zabranéni vzniku nespecifickych
produktd, napt. dimery primeri. Vzhledem k tomu, ze i délka amplikonu ma vliv na citlivost
nasledné analyzy HRM, tak by amplikony nemély obsahovat vice nez 300 paru bazi (bp). Dlouhé
amplikony mohou poskytovat n¢kolik hodnot Tr, coz by mélo za nasledek pomérné slozity profil.
Pfi navrhovani cilovych specifickych primert jsou vyuzivany databaze z oblasti bioinformatické
analyzy. [28,32]
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2.6 Bioinformaticka analyza

Mezi hlavni oblast bioinformatiky, ktera kombinuje prvky biologie a informatiky, patfi studium
Sirokého rozmezi biologickych dat, zejména sekvenci nukleovych kyselin a proteinii, gent
a genovych map, expresnich profill, organizace genomt a interakce proteinli nebo mechanizmy
fyziologickych funkei.

Cile bioinformatiky mtzeme rozd¢€lit do tfi skupin. V prvni fadé je to organizace velkého
objemu bioinformacnich dat, kde je umoznén piistup k jiz existujicim informacim a zvefejiiovani
novych dat, pokud jsou produkovany. Dal§im cilem je rozvoj nastroji a zdroju, které slouzi jako
pomiicky pfi analyze dat. Ttretim cilem je pouziti t€chto nastroji a zdroju k interpretaci vysledka
biologicky vyznamnym zptusobem.

Analyzy v bioinformatice se zaméfuji na objasnéni informa¢niho obsahu biomakromolekul
a porozuméni, jak bioinformace ovliviiuji vyvoj a funkce u zivych organismi. Metody
bioinformatiky se stavaji zdkladem pro detekci systémového chovani bunck a organismil.

Dilezitou strankou bioinformatiky je pfistup k publikované védecké literatufe a k patentovym
archivim. [12,35]

2.6.1 Molekularné biologické databaze

vvvvvv

a poskytovanim informaci patii:

e Evropsky institut pro bioinformatiku (EBI)

e Narodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI)

e Centrum pro informaéni biologii (CIB) zaloZzené jako oddéleni Narodniho genetického

institutu (NIG)

V kazdém z téchto center je spravovana genomova databize sekvenci nukleovych kyselin
a odpovidajicich, z nich pfelozenych proteini. Orientace v databazich je umoznéna existenci
jednotnych identifikacnich Cisel, kterd jsou sdilena vSemi tfemi hlavnimi databazemi. Po zatazeni

vvvvvv

[12,36]
2.6.2 Vyhledavani podobnosti sekvenci nukleovych Kkyselin

Pro stanoveni sekvenci v nukleovych kyselinadch se pouzivaji softwarové nastroje. NejCastéji
jsou pro lokalni sefazeni sekvenci ve formatu FASTA (URL http://www.ebi.ac.uk/fasta3/)
vyuzivany algoritmy programi BLAST (URL http.//www.ncbi.nlm.nih.gov//BLAST/), hledajici
useky sekvenci vykazujicich nejvyssi stupeni podobnosti. Soubor vSech sousednich X-mert (X je
délka fragmentu sekvence) je postupné srovnavan s kazdou sekvenci v databazi. Ve vSech
sekvencich se pro znazornéni jednotlivych nukleotidii pouzivaji znaky schvalené organizaci
IUPAC [36], které jsou uvedeny v Tabulce. 3. Pro navrhovani primert ohranicujicich cilovou
sekvenci a ovéfovani jejich specifity byl vyvinut program Primer-BLAST. [12, 34]
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Tabulka 3: TUPAC kody pro zapis sekvenci nukleotidi [36]

kod baze kod baze
A adenin wW Anebo T/U
C cytosin K G, T nebo U (keto)
G guanin M A nebo C (amino)
T thymin B G, TneboC
U uracil D G,AneboT
R A nebo G (purin) H A, Cnebo T/U
Y C,T neboU (pyrimidin) \% A, Cnebo G
S Cnebo G - mezera

Posuzovani vice sekvenci a zjiSténi miry jejich vzdjemné podobnosti je v praktické
bioinformatice zakladnim procesem. Jednotlivé nukleotidy nebo aminokyseliny jsou
reprezentovany urcitym znakem (napfiklad oznacenim IUPAC), a to ndm umoZiuje nejen
kvalitativn¢ zjistit podobnost, ale ji i kvantitativné zméfit, za predpokladu, ze budeme respektovat
vzajemné vztahy mezi jednotlivymi aminokyselinami. Zakladnim ukolem je tedy srovnani dvou
nebo vice sekvenci, které nejsou zcela identické, ale jsou si velmi blizké.

Mnozstvi dilezitych molekularné-biologickych dat se velmi rychle rozrusta a je nezbytné mit
k dispozici prostiedky, pomoci kterych miizeme k témto datiim snadno pfistupovat. [34,36]
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3 CIL PRACE

Cilem prace bylo otestovani moznosti vyuziti a zavedeni metody PCR v realném Ccase
s metodou vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (PCR-HRMA) za ucelem analyzy DNA
Lactobacillus na urovni druhd.

Soucasti prace bylo feSeni nasledujicich bodu:

e Spektrofotometrické ovéteni koncentrace sbirkovych i vyizolovanych kmeni DNA
Kontrola intaktnosti DNA
Provedeni rodovée specifické PCR
Provedeni druhové specifick¢ qPCR-HRM
Oveéfeni specifity pouzitych primerd pomoci bioinformatické analyzy
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

411 Pouzité mikroorganizmy

A) Sbirka mlékaiskych mikroorganizmti (CCDM) Laktoflora, Tabor

Kmen Oznaceni kmene
L. helveticus CCDM 121
L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06
L. paracasei spp. paracasei CCDM 216/06
L helveticus CCDM 714/00-P
L. delbrueckii ssp. lactis CCDM 664/00-P
L. delbrueckii ssp. lactis CCDM 68/03-P

B) Ceska sbirka mikroorganismti (CCM), Brno

Kmen Oznaceni kmene
L. casei ssp.casei CCM 7088"
L. casei CCM 4791
L. plantarum CCM 70397
L. kefiry CCM 7086
L. amylovarum CCM 4380
L. delbruckii CCM 7190"
L. gasseri CCM 7009"
L. acidophilus CCM 4833
L. gasseri K7 CCM 7009
L. lactis CCM 741

C) Technical University of Lodz, Polsko (stolice plné kojenych a zdravych déti, izolat
pregistil: Mikrobiologicky tistav Akademie véd, CR)

Kmen Oznaceni kmene
L. casei LOCK 0919
L. rhamnosus LOCK 0900
L. rhamnosus LOCK 0908

D) prof. I. Rogelj (University of Ljubjana, Slovinsko)
Kmen Oznaceni kmene

L. gasseri K7
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E) V experimentech byly pouzity nékteré kmeny bakterii rodu Lactobacillus (L.), které byly
vyuzity v disertacni praci Ing. Turkové (izolovand a purifikovana DNA bakterii rodu
Lactobacillus ze stolice pln¢ kojenych a zdravych déti, které poskytl prof. Ing. V. Rada,
CSc. - CZU Praha. [2]

Lactobacillus - kmen

druhové specifikace *

L.sp. RL1 L. rhamnosus
L. sp. RL7 L. vaginalis

L. sp. RL10 L. paracaseli
L.sp. RL11 L. rhamnosus

L. sp. RL12 L. fermentum

L. sp. RL14 L. rhamnosus

L. sp. RL19 L. paracasei

L. sp. RL2-P L. gasseri/johnsonii
L. sp. RL4-P L. paracasei

L. sp. RL8-P L. gasseri/johnsonii
L.sp. RL12-PA L fermentum

L. sp. RL15-P L. salivarius

L. sp. RL26-P L. plantarum

* druhova specifikace r. Lactobacillus dle dizerta¢ni prace Ing. Turkové [2]

4.1.2 Testovany vyrobek

V praci byl analyzovan dopln¢k stravy s probiotickym ucinkem. Jeho nazev, vyrobce
a deklarované slozeni je uvedené v Tab. 4. Doplnék stravy je ve formé kapsli a byl zakoupen v
komer¢ni siti. Byl vybran takovy vyrobek, ktery obsahuje druhy rodu Lactobacillus.

Tabulka 4: Analyzovany vyrobek

Nazev Vyrobce Mikroorganismy
L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L.
BIFOLAC Bifodan Dénsko rhamnosus, L. lactis, L. salivarius, L. bulgaricus,

Streptococcus thermophilus, B. lactis, B. longum,
B. bifidum, BB536.
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414

Chemikalie

Agardza pro elektroforézu DNA (Top-Bio, Praha, CR)

DNA standard (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)
Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

Ethanol p.a. (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA (Penta, Chrudim, CR)
Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borit4 (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kyselina chlorovodikova (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kyselina octova (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Octan sodny p.a. (Pliva-Lachema, Brno, CR)

PEG 6000 (Lachema, CR)

Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Penta, CR)
Ostatni chemikalie, které¢ byly pouzivany byly v Cistot€é p.a. a pochazely z bézné
dostupnych komerc¢nich zdroju.

Roztoky pro pfipravu hrubych lyzati bunék

Roztoky byly piipravené podle publikace doc. Spanové a doc. Ritticha [24].

0,5 M EDTA (pH 8,0)

(186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody za soucasného zahtivani na
68 °C. pH bylo upraveno na 8,0. Roztok byl doplnény na objem 1 | destilovanou vodou
a sterilizovany v autoklavu 121°C/20 min).

1 M Tris-HCI (pH 7,8)

(12,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 70 ml destilované vody. pH bylo upraveno na 7,8.
Roztok byl doplnény destilovanou vodou na 100 ml a sterilizovany v autoklavu 121°C/20
min).

Roztok A (steriln¢ byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCI pH 7,8 s 1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0
a 98 ml destilované vody).

Lyza¢ni roztok B (k roztoku A byl ptidany lysozym s vyslednou koncentraci 3 mg/ml).
Roztok SDS (20%)

(20 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml sterilni destilované vody. pH bylo upraveno na 7,8
a roztok byl doplInény destilovanou vodou do 100 ml).

Proteindza K ((100 pg/ml)

(1 mg proteinazy K byl rozpustén v 10 ml destilované vody, rozdéleny do alikvotnich casti
a uchovavany pii teploté —20°C).

Destilované voda
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4.1.6

Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych castic

0,5 M NacCl

(58,4 g NaCl bylo rozpusténo vel50 ml destilované vody. Roztok byl doplnény
destilovanou vodou na 200 ml a sterilizovany v autoklavu 121°C/20 min).

40 % PEG 6000

(40 g PEG 6000 bylo rozpusténo v 60 ml sterilni destilované vody. Roztok byl doplnény
destilovanou vodou na 100 ml a sterilizovany v autoklavu 121°C/20 min).

70 % ethanol

1 x TE pufr

(roztok byl pfipraveny sterilné ze zasobniho roztoku 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 98 ml sterilni
destilované vody).

Magnetické ¢astice

Magnetické ¢astice byly syntetizovany ing. D. Hordkem, CSc. z Makromolekularniho
tstavu Akademie véd CR, Praha. Poly-(glycidyl methakrylat) (P(GMA)) (1:1) byly
pokryty karboxylovymi skupinami. Pramér ¢astic byl 2,2 um s obsahem COOH skupin
2,67 mM/g a obsahem Zeleza 6,5%. Udaje charakterizujici pouzité Gastice jsou uvedeny
v Tabulce 5.

Tabulka 5: Charakteristika magnetickych ¢astic [38]

. -COOH Primér
s 3
¢astice polymer Fe [% hm] [mM/g] Lastice [pm] PDI
Fkol 135 ox P(GMA) 6,6 2,61 1,0 1,04
4.1.7 Komponenty pro PCR

4.1.8

PCR voda (Voda pro injekce CSL 4, Biotika, Slovenska L'up&a, SR)

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

Reakéni pufr nekompletni bez MgCl2 (Top-Bio, Praha, CR)

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

MgCI2 (25 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Oligonukleotidové primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

Taq DNA polymeraza 1.1 (1 U/I) (Top-Bio, Praha, CR)

qPCR 2x SYTO-9 Master-mix (Top-Bio, Praha, CR)

DNA standardy pouZité pri agarozové gelové elektroforéze

DNA standard 100 bp Zebii¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

(Obsahuje fragmenty: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp)
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4.1.9

B
N

4.3

Roztoky pro agarézovou gelovou elektroforézu

Tris-borat-EDTA (TBE) pufr (5 x koncentrovany):

Tris-base ..., 549
Kyselina borita..................... 275¢g
0,5 M EDTA (pH 8,0)........... 20 ml

Vsechny komponenty byly smichany, doplnény destilovanou vodou do objemu 1000 ml
a prefiltrovany. Pfed pouzitim byl koncentrovany pufr zfedén 10 x destilovanou vodou
a bylo zkontrolovano pH (pH = 7,8).

Nanéageci pufr (Top-Bio, Praha, CR)

Ethidiumbromid (EtBr) (500 g/ml):

barvici roztok EtBr byl zfedén na koncentraci 0,5 g/ml.

Agardzovy gel pro gelovou elektroforézu:

0,8 %: 0,8 g agar6zy/100 ml 0,5 koncentrovaného TBE pufru

1,8 %: 1,8 g agar6zy/100 ml 0,5 koncentrované¢ho TBE pufru

Pristroje a pomicky

Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1(Eppendorf, Hamburg, Némecko.)

ECO™ Real-time PCR system (lllumina, USA)

Laboratorni vahy (Ohaus Corporation, USA)

Magneticky separator InvitrogenTM (Invitrogen Dyal AS, Oslo, Norsko)

Mikropipety pro rizne objemy (Labnet)

Mikrovinna trouba SMW 2320 (Proline, UK)

Rotor-Gene 6000 (Corbett, Australie)

Spektrofotometr Nanodrop 2000 (USA)

Termocycler PTC 200

Termostat BT 50 (Laboratorni p¥istroje, Praha, CR)

Transluminator EB-20E (Ultra Lum, Paramount, USA)

Vortex (MTA, Kutesz, Mad’arsko)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model OSP-300 (Own Scientific, Woburn, USA)
Zatizeni pro elektroforézu OWL, model B1, B3 (Own Scientific, Woburn, USA)

Zdroj elektrického napéti Elite-300 (Wealtec, Lakeside, USA)

Laboratorni sklo, um¢lohmotné pomicky, bézny laboratorni materidl a bézné vybaveni
laboratote

Metody

Postup prace byl prevzat ze skript doc. Spanové a doc. Ritticha Analyza vybranych druht
bakterii mlé¢ného kvaSeni pomoci metod molekularni biotechnologie [24], s ¢asteCnymi Gpravami
podle Ing. Stépanky Trachtové, Ph.D.

Pfi analyze DNA byly pracovni plochy a pipety otfeny 70% roztokem etanolu. Pracovni plocha
byla vystavena germicidnimu zafeni UV lampy podobu minimalné 15 minut.
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4.3.1 Priprava hrubého lyzatu z tablety BIFOLAC

e Zelatinova tableta byla sterilné odebran4, jeji obsah vysypan a zvazen

e k0,30 g vzorku bylo pfidano 2,5 ml lyza¢niho roztoku B, smés byla resuspendovana
a inkubovana pii laboratorni teploté 1 hodinu

e po inkubaci bylo ke vzorku ptidano 50 pl 20% SDS a 5 ul proteinazy K (100 pg/ml)

e vzorek byl inkubovany v termostatu pfi teploté 55 °C do druhého dne

e vzorek byl nasledné zmrazen

4.3.2 lzolace DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych ¢astic

e kizolaci DNA bylo pouzito 100 ul hrubého lyzatu

e Kk izolaci bakterialni DNA byly pouzity magnetické castice o koncentraci 2 mg/ml
v prostredi 16% polyetylén glykolu (PEG) a 2 M NaCl

e sMEs pripravena podle Tab. 6 byla inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté

Tabulka 6: Slozeni separa¢ni smési na izolaci DNA z doplnku stravy pomoci magnetického nosice

poradi komponent komponenty Ko mggﬁgr?t m
1. 5M NaCl 400
2. hruby lyzat buniek 100
3. 40% PEG 6 000 400
4 magnetické Castice (2 mg/ml) 100

Poté byly cCastice s navazanou DNA odseparovany pomoci magnetického separatoru pfi
laboratorni teplot¢ po dobu 10 minut. Zkumavka byla ponechdna v magnetickém pasu
a supernatant byl opatrné odpipetovan. Nasledné byl odstranén ze separatoru magneticky pas
a zkumavka obsahujici nosi¢ s navazanou DNA byla promyta 70% etanolem v objemu 1 ml.
Castise byly odseparovany magnetem po dobu 2 minut pfi laboratorni teplotd a roztok etanolu by
opatrn¢ slit. Promyti 70% etanolem bylo opakovano jesté jednou objemem 500 pl. Zkumavka pak
byla ponechana v horizontalni poloze a kratce ususena pfi laboratorni teploté. DNA byla eluovana
do 500 pl TE pufru pii laboratorni teploté po dobu 15 minut. Castice se odseparuji 2 minuty pfi
laboratorni teploté a eluovana DNA se napipetuje do Cisté zkumavky.

4.3.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

e Kkoncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky za vyuziti
NanoDrop 2000.
objem nanasenych vzorki byl 2 pl, jako referen¢ni vzorek byl pouzit TE pufr
absorbance byla méfena v rozmezi vinovych délek 230 az 320 nm
koncentrace DNA byla stanovena z hodnoty absorbance pti 260 nm
Cistota DNA byla nasledné stanovena z poméru hodnot absorbance pii 260 nm a 280 nm
(A260 nm/A280 nm). Lezi-li hodnota poméru absorbanci mezi 1,8 — 2,0 lze DNA
povaZzovat za Cistou

e Zze zmétené hodnoty koncentrace a objemu kyvety (500 ul) bylo stanoveno mnozstvi DNA

ve vzorcich

Pro dalsi pouziti byly vzorky naifedény na koncentraci 100 ng/ul a 10 ng/ul.
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4.3.4 Agardzova gelova elektroforéza bakterialni DNA

e Dbyl pfipraven 0,8% agardzovy gel (0,8 g agardzy, 100 ml 0,5 x TBE pufru), ktery ndsledné
tuhnul 30 minut

e bylo smichano 20 ul DNA s 4 ul nanaSeciho pufru a smés byla nanesena na gel, vanicka
s gelem byla pievrstvena 0,5 x TBE pufrem a byl zapnut zdroj napéti (80 V / 1 hodinu)

e po skonceni elektroforézy byl gel ponechan v ethidiumbromidu (0,5 mikrogramd / ml) po
dobu 30 minut

e gel byl oplachnut v destilované vod¢€, umistény na transiluminator (v UV svétle o vinové
délce 305 nm)

e gel byl zdokumentovan fotoaparatem Kodak EDAS 290

4.3.5 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

Konvenéni PCR byla vyuzita pro ovéfeni zafazeni analyzovanych bakteridlnich kmenti do
domény Bacteria a rodu Lactobacillus.
Pro PCR pro doménu Bacteria i rod Lactobacillus byla pouzita DNA o koncentraci 100 ng/ul.
Sekvence primeru a velikosti specifickych produkti PCR jsou uvedeny v Tabulce 7, slozeni smési
pro PCR v Tabulce 8 aamplifika¢ni programy v Tabulce 9. Specifické produkty PCR byly
detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy.

Tabulka 7: Primery specifické pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

. . o Velikost produktu .
Primer Sekvence primeru -(5°-3") PCR (bp) Zdroj
F eub TCC TAC GGGAGG CAGCAGT 466 [46]
R eub GGACTACCAGGG TAT CTAATCCTGTT
F_alllact_IS TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92 [46]
R alllact IS AAATCT CCG GAT CAAAGCTTACTTAT

Tabulka 8: Slozeni PCR smési (25 ul) - s primery F eub/R eub, F_alllact_IS/R_alllact_IS [46]

Komponenta PCR Objem ()

F eub/R eub F_alllact_IS/R_alllact_IS
PCR voda 16,5 19,0
10x reakéni pufr 2,5 25
dNTP smé&s (10 mM) 1,0 0,5
primer F eub (10 pmol/pul) 1,01 0,5
primer R eub (10 pmol/pl) 1,0 0,5
Taq DNA polymeraza (1U/pl) 2,0 1,0
DNA matrice (100 ng/ul) 1,0 1,0

Eppendorfovy zkumavky byly sto€eny a umistény do termocykleru, kde probéhla PCR dle
daného programu. U negativni kontroly bylo misto matrice DNA ptfidano ekvivalentni mnozZstvi
vody. U pozitivni kontroly byla jako matrice DNA pouzita DNA ze sbirkového kmene ptislusného
rodu nafedénd na 100 ng/pul. PCR smés byla nésledné vlozena do cycleru a byl spustén ptislusny
program.
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Tabulka 9: Amplifikaéni programy pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus

doména Bacteria rod Lactobacillus
1. Denaturace DNA pied prvnim cyklem 94 °C /5 min 94 °C /5 min
2. Denaturace DNA 94°C/30s 94°C/30s
3. Hybridizace primerti 55°C/30s 55°C/30s
4. Syntéza vldkna DNA 72 °C/ 1 min 72 °C/ 1 min
5. Dosyntetizovani vlakna po poslednim cyklu 72 °C /5 min 72 °C /5 min
Pocet cykli (krok 2 az 4) 30 30

4.3.6

Agarézova gelova elektroforéza produkti PCR

Pro vSechny produkty PCR pro doménu Bacteria i rod Lactobacillus byly ptipraveny gely
podle nasledujiciho postupu:

4.3.7

byl pfipraven 1,8% agarozovy gel (1,8 g agardzy, 100 ml 0,5 x TBE pufru). Smés byla
rozvafena v mikrovinné troubé za vzniku homogenni smési a roztok byl po zchladnuti na
60 °C nalit do elektroforetické vanicky. Gel nasledné tuhnul 30 minut pti pokojové teploté.
smés 25 pl produktu PCR a 5 ul 6 x koncentrovaného nanaseciho pufru byla nanesena na
gel (pomér 5:1)

na gel byl nanesen DNA standard 100 bp zebticek (100 — 1500 bp)

vanic¢ka s gelem byla pievrstvena 0,5 x TBE pufrem a byl zapnut zdroj napéti (80 V/1,5
hodiny)

po skonceni elektroforézy byl gel ponechan v roztoku ethidiumbromidu (0,5 ml/ ml) po
dobu 30 minut

gel byl oplachnut v destilované vod¢, umistén na transiluminator (v UV svétle o vinové
délce 305 nm)

byla provedena fotografickd dokumentace.

gPCR-HRM analyza

Jako DNA matrice byla pouzita DNA zfedéna na koncentraci 10 ng/ul. U negativni kontroly
bylo misto matrice DNA piiddno ekvivalentni mnozstvi vody. U pozitivni kontroly byla jako
matrice DNA pouzita DNA ze sbirkového kmene ptislusného rodu nafedéna na 10 ng/pl.

Tabulka 10: Primery pro gPCR-HRMA specifické pro rod Lactobacillus

Primer Sekvence primeru (5°-3") Veli kos(tbp;;odu Kt Zdroj
P1V1 GCG GCG TGC CTAATACAT GC 90 - 99 [40]
P2V1 TTC CCCACG CGTTACTCACC
LAC1 AGCAGTAGGGAATCTTCCA 345 [42]
LAC2 ATTTCACCGCTACACATG
Un@verze}lni (UPF) TCCTACGGGAGGCAGCAGT 467 - 470 [41]
Univerzalni (UPR) GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
V3F CCAGACTCCTACGGGAGGCAG 204 [43]
V3R CGTATTACCGCGGCTGCTG
V6F TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA 128 [43]
V6R AGCTGACGACANCCATGCA
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Obsah zkumavky byl promichan pievracenim a kratkym vortexovanim a vSechny polozky byly

kratce centrifugovany na stolni minicentrifuze.

Tabulka 11: Slozeni gPCR-HRMA smési (25 pl) s primery P1V1/P2V1 [40], LACL/ LAC2 [42],
UPF/ UPR [41],V3F/ V3R [43], V6F/ V6R [43]

Komponenta PCR Objem (ul)
PCR voda 9,5
gPCR 2x SYTO9 12,5
primer (forward) 1,0
primer (reverse) 1,0
DNA matrice (100 ng/ul ) 1,0

PCR smés byla nasledné vlozena do cycleru a byl spustén ptisluSny program pro gPCR-HRM
analyzu uvedeny v Tabulce 12, 13 a 14 dle jednotlivych primert.

Tabulka 12: Programy pouzité pro qPCR-HRM pro rod Lactobacillus (¢ast 1)

Primery Primery Primery
P1V1/P2V1 LAC1/LAC2 universalni

I'Sii‘:;urace DNApred prvnim 95 °C /5 min 95 °C /5 min 95 °C /5 min
2. Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30s 95°C/30s
3. Hybridizace primer 55°C/30s 55°C/30s 55°C/30s
4. Syntéza vldkna DNA 72 °C/ 1 min 72 °C/ 1 min 72 °C/ 1 min
>-Dosyntetizovini vidkna po 72°C/ 5 min 72°C/ 5 min 72°C /5 min

poslednim cyklu

Pocet cyklu 30 30 45

Tabulka 13: Programy pouzité pro qPCR-HRM pro rod Lactobacillus (¢ast 2)

Primery Primery
V3F/V3R V6F/V6R
L Dvenatura(Ee DNA 95 °C /5 min 95 °C /5 min
pted prvnim cyklem
2. Denaturace DNA 95°C/30s 95°C/30s
3. Hybridizace primert 60 °C /1 min 60 °C /1 min
4. Syntéza vlakna DNA 72 °C/ 1 min 72 °C/ 1 min
S.Dosynte,tlzovéni vlakna po 72 °C | 5 min 72 °C | 5 min
poslednim cyKlu
Pocet cykli 45 45
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Tabulka 14: Teplotni profil samostatné HRM analyzy

krok teplota/cas

1. 95°C/15's

2. 55°C/15's

3. 95°C/15 s
Doba trvani 9min20s

Vlyhodnoceni vysledkit QPCR-HRM analyzy bylo provedeno pomoci softwaru High Resolution
Melt Software *ECO™ Real-time PCR system (lllumina, USA). Analyzou kfivky tani byla
zjiSténa hodnota Ty, specifickd pro pfitomné amplikony.

4.3.8 Agarozova gelova elektroforéza PCR produkti

Detekce PCR-produkti byla ovéfena agar6zovou gelovou elektroforézou. Byl pfipraven 1,8%
agarozovy gel (1,8 g agarozy, 100 ml 0,5 x TBE pufru). Suspenze byla peclivé rozvaiena v
mikrovinné troub€ a po vychladnuti na teplotu cca 60 °C nalita do elektroforetické vany
s hiebinkem a ponechana 0,5 hod. tuhnout. Po zatuhnuti byl hiebinek opatrné vyjmut a do
vzniklych komirek bylo nanaseno po 15 - 20 pul PCR produktu smichdného s3 - 4 pl 6krat
koncentrovaného nanaseciho pufru. Na gely byl nanesen rovnéz hmotnostni standard (100 bp
zebiicek). Gel byl vlozen do elektroforetické vany, ptevrstven 0,5x TBE pufrem do vysky
2 - 5 mm nad gel. Elektroforéza byla spusténa a probihala pfi napéti 80 V po dobu 1,5 hodiny.

Po skonceni elektroforézy byly gely ozafeny v transiluminatoru UV svétlem o vinové délce
305 nm a vyhodnoceny. Byla také provedena fotografickd dokumentace.

Vysledky agar6zové gelové elektroforézy byly z fotografickych zaznamu také vyhodnoceny
pomoci programu BioNumerics (Applied Math, Sint-MartensLatem, Belgie).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byla pouzita kombinace technik PCR v redlném case - amplifikaci variabilni
oblasti v 16S rRNA s HRM analyzou pro rozliSeni a identifikaci DNA Lactobacillus na arovni
rodu a druhu.

Pfes mnohé vyhody kombinaci téchto metod, musime brat na védomi nékteré aspekty, které
mohou ovlivnit vysledné hodnoty. Radime mezi né zejména, piitomnost ihnibitort amplifikace
DNA nebo latek ovliviiujici fluorescenci, nevhodné navrzené primery, ptipadné chyby laboranta,
jako je neptesnost pipetovani.

5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA byla ovétena spektrofotometricky pomoci NanoDropu 2000c
(Thermo). Byly ode¢teny hodnoty absorbanci pii vinovych délkach 230 nm (absorpéni maximum
fenolu), 260 nm (absorpéni maximum nukleovych kyselin), 280 nm (absorpéni maximum
proteini) a 320 nm (korekce pozadi). Déle byla stanovena Cistota DNA (pomér absorbanci
260 nm/280 nm).

Vysledky spektrofotometrického stanoveni koncentrace a Cistoty nefedéné DNA jsou uvedeny
v Tabulce 15. Koncentrace vzorkl byly pro dalsi analyzu nafedény na 100 ng/ul a na 10 ng/ul.
Z vysledki méfeni vyplyva, ze vSechny analyzované vzorky DNA byly v potiebné Cistoté
(hodnoty Azsonm/Azgonm se pohybovaly v rozmezi 1,8-2,0), nebyly tedy znecistény proteiny ani
RNA.
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Tabulka 15: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty izolované DNA

DNA Konc. -1 r260 | A280 | 260/280 | 260/230
(ng/pl)
1 |L.acidophilus CCM 4833T 680,9 13,617 | 7,392 1,84 2,25
2 |L helveticus CCDM 714/00-P 198 3,961 | 1,95 2,03 1,73
3 | L. helveticus CCDM 121 211,1 4,223 | 2,06 2,05 1,69
4 | L. delbrueckii ssp. Lactis CCDM 664/00-P 267,7 5,354 | 2,628 2,04 1,12
5 | L. delbruckii CCM 7190T 304,3 6,086 | 3,116 1,95 1,67
6 | L. delbrueckii ssp. Lactis CCDM 68/03-P 148,2 2,964 | 1,469 2,02 0,89
7 | L. gasseri K7 700,8 14,017 | 7,315 1,92 2,13
8 | L. gasseri K7 CCM 7009 256,6 5,131 | 2,415 2,12 1,81
9 | L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 439,2 8,784 | 4,29 2,05 2,16
10 | L. paracasei spp. Paracase CCDM 216/06 12756 | 25,512 | 12,136 2,1 2,28
11 | L. casei LOCK 0919 843,3 16,865 | 8,098 2,08 2,19
12 | L. rhamnosus LOCK 0908 219,7 4,394 | 2,097 2,1 2,38
13 | L. rhamnosus LOCK 0900 235,8 4,716 | 2,347 2,01 2,26
14 | L. casei CCM 7088T 411,6 8,231 | 4,024 2,05 1,83
15 | L. casei CCM 4791 357,6 7,153 | 3,608 1,98 1,88
16 | L. plantarum CCM 7039T 696,1 13,923 | 7,377 1,89 1,9
17 | L. kefiry CCM 7086 481,7 9,634 | 4,797 2,01 1,82
18 | L. amylovarum CCM 4380 32754 | 65,509 | 31,099 | 2,11 2,26
19 | L. lactis CCM 7414 1614,7 | 32,295 | 16,083 | 2,01 2,49
20 |L.rhamnosus RL1 738,9 14,778 | 8,241 1,79 1,62
21 | L.gasseri/johnsonii RL2P 1216,8 24,337 | 11,454 2,12 2,25
22 | L.paracasei RL4-P 1109,5 22,19 | 10,557 2,1 2,09
23 | L.vaginalis RL7 365,4 7,307 | 3,572 2,05 1,77
24 | L. gasseri/johnsonii RL8P 200 4,001 | 1,886 2,12 1,04
25 | L. paracasei RL10 564,6 11,291 6 1,88 1,63
26 | L. rhamnosus RL11 754,3 15,085 | 8,768 1,72 1,87
27 | L.fermentum RL12 584 11,68 | 6,39 1,83 1,75
28 | L.fermentum RL12-PA 1456,4 29,128 | 13,796 2,11 1,76
29 | L. rhamnosus RL14 1042,5 | 20,851 | 9,943 2,1 2,26
30 | L.salivarius RL15P 522,6 10,452 | 5,176 2,02 1,85
31 |L.paracasei RL19P 798 15,96 | 9,621 1,66 1,75
32 |L.plantarum RL26P 141,2 2,823 | 1,408 2 1,29

5.2 Redéni DNA pro PCR

Vzorky bakterialni DNA byly nafedény na 100 ng/ul. Pomoci elektroforézi na 0,8%

agarozovém gelu byla ovétena intaktnost DNA.

U vétSiny vzorkt byla prokazana intaktni DNA. U nékterych vzorkd byla jen ¢&astecna

intaktnost. Agar6zova gelova elektroforéza vyiedéné DNA je uvedena na Obr. 17 a 18.
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Detekce Detekce
béh DNA pritomnosti | béh DNA kmene pritomnosti
DNA DNA

1 | L. acidophilus CCM 4833 +/- 11 |L.casei LOCK 0919 +/-

2 | L helveticus CCDM 714/00-P + 12 |L.rhamnosus LOCK 0908 +/-

3 | L. helveticus CCDM 121 + 13 | L. rhamnosus LOCK 0900 +

g |G Seihraeck sep. Lactis +- 14 |L. casei CCM 7088T -

5 |L. delbruckii CCM 7190T +/- 15 |L.casei CCM 4791 +

6 Egg:&rgggg?p lactis + 16 |L.plantarum CCM 7039T +/-

7 | L.gasseri K7 +/- 17 | L. kefiry CCM 7086 +

8 |L.gasseri K7 CCM 7009 + 18 | L. amylovarum CCM 4380 +

9 E‘Cpgﬁ‘;afg;ozpp' paracasel +- 19 |L. lactis CCM 7414 +
10 L. paracasei spp. paracasei -

CCDM 216/06

+ ..DNA prokazana, +/-... DNA ¢astecn¢€ prokazana

Obr. 17: Agarozova gelova elektroforéza DNA (gel ¢.1)

Detekce Detekce
béh DNA pritomnosti| béh DNA pritomnosti
DNA DNA

1 | L.rhamnosus RL1 + 8 |L.gasseri/johnsonii| RL12 +

2 | Lvaginalis RL2P +/- 9 |L.paracasei R';,)lo\z' +

3 |L.paracasei RL4-P + 10 |L.gasseri/johnsonii| RL14 +/-

4 | L.rhamnosus RL7 + 11 |L.fermentum RL15P +/-

5 | L.fermentum RL8P + 12 |L.salivarius RL19P +

6 |L.rhamnosus RL10 + 13 |L.plantarum RL26P +/-

7 | L.paracasei RL11 +

+ ..DNA prokazana, +/-... DNA ¢aste¢né prokazana
Obr. 18: Agardzova gelova elektroforéza DNA (gel €. 2)
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5.3 Stanoveni citlivosti PCR

Viybrané vzorky bakterialni DNA byly podrobeny amplifikaci DNA pomoci konvenéni PCR
specifické pro doménu Bacteria (primery F_eub a R_eub) [7] a pro rod Lactobacillus (primery
F_alllact a R_alllact) [7].

5.3.1 Stanoveni citlivosti PCR pro doménu Bacteria

DNA byla amplifikovana pomoci polymerazové fetézové reakce s primery F_eub a R_eub
(citace). PCR reakce probihala podle programu Eubacter (Tab. 9) a namichani PCR smési je
zapsano v Tab. 8

Po amplifikaci DNA byly pomoci agarézové gelové elektroforézy detekovany specifické
produkty PCR o velikosti 466 bp ve vSech testovanych vzorcich DNA. (Obr. 19).

Detekce Detekce
Vzorek PCR béh Vzorek PCR
produktu produktu
1 L. acidophilus CCM 4833T +++ 20 |L.lactis CCM 7414 +++
2 L helveticus CCDM 714/00-P +++ 21 |RL1 L.rhamnosus +++
3 L. helveticus CCDM 121 +++ 22 |RL2-P |L.vaginalis +++
L. delbrueckii ssp. Lactis

4| GCOM 664100.P | 2 |RUP | paracasei T
5 L. delbruckii CCM 7190T +++ 24 |RL7 L.rhamnosus +++
6 | Comny neokll ssp. Lactis ++ | 25 Standard - zebiteek 100bp
7 L. gasseri K7 +++ 26 negativni kontrola -
8 L. gasseri K7 CCM 7009 +++ 27 pozitivni kontrola +
9 'F;af;g:;f&gﬁ J13/06 +++ | 28 negativni kontrola i
10 IC_:.CpS'r\icgls,Ge; 0sgp Paracasei et 29 |RLSP | fermentum et
11 |L.casei LOCK 0919 + 30 |RL10 L.rhamnosus +++
12 | L. rhamnosus LOCK 0908 + 31 |RL11 L.paracasei +4++
13 |L. rhamnosus LOCK 0900 +++ 32 |RL12 L.gasseri/johnsonii ++
14 |L.casei CCM 7088T +++ 33 |RL12-PA |L.paracasei ++
15 |L.casei CCM 4791 +++ 34 |RL14 L.gasseri/johnsonii +4+4+
16 Standard - Zebticek 100bp 35 [RL15P | L.fermentum +++
17 | L. plantarum CCM 7039T +++ 36 |RL19P |L.salivarius +++
18 | L. kefiry CCM 7086 +++ 37 |RL26P L.plantarum +++
19 |L.amylovarum CCM 4380 +++

+++ .. PCR produkt prokazan velmi zietelné, ++ .. PCR produkt prokazan zietelné, + ..PCR produkt
prokazan, +/— .PCR  produkt prokazan velmi slabé

Obr. 19: Agar6zova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro doménu Bacteria
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Ve vsech vzorcich byl v rizné intenzité¢ detekovan specificky produkt PCR (466 bp), tim byla
prokazana pritomnost bakterialni DNA.

5.3.2 Stanoveni citlivosti PCR pro rod Lactobacillus

Vzorky bakterialni DNA, které prokazovaly zietelnou piitomnost pro doménu Bacteria byly
podrobeny amplifikaci DNA pomoci konvenéni PCR specifické pro Lactobacillus (primery
F_alllact a R_alllact) [7]. PCR reakce probihala podle programu (Tab. 9) a namichani PCR smési
je zapsano v Tab. 8

Po amplifikaci DNA byly pomoci agarézové gelové elektroforézy detekovany specifické
produkty PCR o velikosti 92 bp (Obr. 20).

Detekce Detekce
béh Vzorek PCR béh Vzorek PCR
produktu produktu
1 |L.acidophilus CCM 4833T ++ 16 |L.plantarum CCM 7039T +++
2 | L helveticus CCDM 714/00-P + 17 | L. kefiry CCM 7086 +++
3 | L. helveticus CCDM 121 -[+ 18 |L.amylovarum CCM 4380 +++
4 é'gé'lar“ggf;(')gfg' lactis + 19 | L. lactis CCM 7414 T
5 |L. delbruckii CCM 7190T +++ 20 |RL1 ++
BT e e R
7 |L.gasseri K7 ++ 22 |RL4-P ++
8 |L.gasseri K7 CCM 7009 +++ 23 |RL7 +++
10 I(_:.Cpglr\ic;fg; 0sgp paracasel it 25 |RL10 it
11 |L.casei LOCK 0919 +++ 26 |RL11 +++
12 | L. rhamnosus LOCK 0908 +++ 27 | Standard - Zebficek 100bp
13 | L. rhamnosus LOCK 0900 +++ 28 | negativni kontrola -
14 | L. casei CCM 7088T +++ 29 | pozitivni kontrola ++
15 |L.casei CCM 4791 +++

+++ .. PCR produkt prokazan velmi zfetelné, ++ .. PCR produkt prokazan zietelné, + ..PCR produkt
prokazan +/— ..PCR produkt prokazan velmi slabé

Obr. 20: Agarézova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro rod Lactobacillus

Ve vsech vzorcich byl v rizné intenzité¢ detekovan specificky produkt PCR (92 bp), tim byla
prokazana pifitomnost DNA rodu Lactobacillus.
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5.4 gPCR-HRM analyza pro rod Lactobacillus sbirkovych kmeni

Po ovéfeni zafazeni do domény Bacteria a rodu Lactobacillus byl vybrany vzorek podroben
analyze qPCR-HRMA za pouziti specifickych primert V1P1/V2P1, UPF/UPR, LAC1/LAC2,
V3F/V3R a V6F/V6R (Tabulka 10).

HRM analyza byla provedena pomoci analyzatoru ECO™ (Illumina, USA) s pouzitim
pocitatového programu High Resolution Melt Software *ECO™ Real time PCR systém. M&feni
byla provedena opakovang.

Pomoci vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani PCR produktt s primery specifickymi pro rod
Lactobacillus na analyzatoru ECO™ Real-time PCR systém bylo ov&fevano, zda lze rozlisit
bakteridlni druhy rodu Lactobacillus. Citlivost analyzatoru ECO™  (Illumina, USA) ma
rozliSitelny teplotni profil na jedno desetinné misto, coZ nemusi byt pro vSechny analyzované
druhy se specifickymi primery dostacujici. Analyza byla provadéna s jednotlivymi primery s cilem
zjistit, jaké druhy Lactobacilus jsme/nejsme na zakladé této analyzy schopni rozlisit.

Vysledky hodnot T, specifickych PCR produktd pro rod Lactobacillus s primery P1V1/P2V1,
LAC1/LAC2, UPF/UPR, V3F/V3R a V6F/VER jsou uvedeny v Tabulce 16. Vysledky ukazuji, Ze
za pouziti primert P1V1/P2V1, V3F/V3R, V6F/V6R a ¢astecné i u primert UPF/UPR jsme na
zakladé hodnot Tr, schopni vétsinu vzorku druhi rodu Lactobacillus rozlisit. Hodnoty T, (hodnoty
Tm analyzatorem vyhodnoceny na jedno desetinné misto)ziskané pomoci primeri LAC1/LAC2
byly navzijem madlo rozliSitelné a teplotni pribéh vysokorozliSovacich kiivek tdni nebyl
dostatecné diferencujici. Vysledky méfteni, ziskané pomoci amplifikace DNA sbirkovych kment
za pouziti vySe uvedenych primerd, jsou souhrné uvedeny v Tabulce 16.
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Tabulka 16: Hodnoty T, specifickych PCR produktdt HRM analyzy ziskanych pomoci vSech testovanych primera

P1V1/P2V1, LAC1/LAC2, UPF/UPR, V3F/V3R, V6F/V6R

a Vsl T [°C] T [°C] T [°C] T [°C] Tn[°C]
P1V1/P2V1 LAC1/LAC2 UPF/UPR V3F/V3R V6F/V6R
1 |L. acidophilus CCM 4833T 85,4 - 85,5 84,3 82,8
2 |L. delbruckii CCM 7190T 84,0 82,6 85,1 84,4 83,3
3 | L. delbrueckii ssp. lactis CCDM 68/03-P 84,1 79,9 85,1 84,6 82,8
4 |L.gasseri K7 84,2 70,0 85,0 84,3 83,2
5 |L. gasseri K7 CCM 7009 83,5 81,9 86,7 86,1 82,7
6 |L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 84,6 81,3 85,1 85,4 83,4
7 | L. paracasei spp. paracasei CCDM 216/06 84,9 82,3 86,7 86,1 82,9
8 |L.casei LOCK 0919 84,5 - 86,0 86,2 82,8
9 |L. rhamnosus LOCK 0908 84,3 81,7 85,9 86,1 82,7
10 |L. rhamnosus LOCK 0900 81,6 82,0 86,9 86,2 83,0
11 |L.casei CCM 7088T 81,8 82,5 86,4 86,2 82,5
12 |L.casei CCM 4791 84,6 82,5 86,8 86,2 82,9
13 |L. plantarum CCM 7039T 83,6 81,7 86,7 86,0 82,6
14 | L. kefiry CCM 7086 83,9 80,3 86,8 86,3 82,7
15 |L. amylovarum CCM 4380 84,6 - 85,3 85,5 82,6
16 |Lactococcus lactis CCM 7414 82,6 81,8 85,9 85,4 82,2
17 |RL1 - L.rhamnosus 81,6 81,8 86,6 86,2 82,8
18 |RL2-P - L.gasseri/johnsonii 83,9 81,8 85,4 84,3 83,3
19 |RL4-P - L.paracasei 81,6 81,6 86,7 86,3 82,9
20 |RL7 - L. vaginalis 82,6 85,1 85,2 84,7 83,9
21 |RL8-P - L. gasseri/johnsonii 84,3 81,8 85,1 84,3 83,4
22 |RL10 - L. paracasei 83,5 81,8 85,4 84,0 83,3
23 |RL11 - L. rhamnosus 81,6 82,3 86,4 86,3 82,9
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54.1 gPCR-HRM analyza s primery P1V1/P2V1

U kazdého vzorku byla provedena gPCR-HRM analyza s primery P1V1/P2V1 [40], pouzity
program gqPCR je uveden v Tabulce 12, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a slozeni
PCR smési je zapsan v Tabulce 11.

Ve vsech analyzovanych vzorcich byl detekovan specificky vrchol na kiivce tani, ktery znaci
hodnotu Tn. Hodnoty T, specifickych PCR produktt HRM analyzy jsou uvedeny v Tabulce 16.
Vysledky analyzy kiivek tani pomoci ECO™ jsou uvedeny na Grafu 1 a 2 a popséany v Tabulce
17 a 18.

Graf 1: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro druhy rodu Lactobacillus -
primery P1V1/P2V1 [40]
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Tabulka 17: Hodnoty T, specifickych PCR produktt pro rod Lactobacillus - popis T, vybranych druht
rodu Lactobacillus ke Grafu 1

DNA T [°C]

RL 8P - L. gasseri/johnsonii 84,3
L. casei CCM 7088T 81,8

L. acidophilus CCM 4833T 85,4
RL10 - L. paracasei 83,5

V Grafu 1 je uveden celkovy teplotni profil vSech nami testovanych 23 kment rodu
Lactobacillus. Nejrozdilngjsi teploty tani ze vSech testovanych vzorki jsou v Grafu 1 popsany a
nasledné pro piehlednost pfifazeny k jednotlivym druhtim rodu Lactobacillus v Tabulce 17.

Teplotni profil vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani u vétSiny testovanych kmeni za pouziti
primert P1V1/P2V1 se jevil pro uréité druhy Lactobacillus jako optimalni s dostacujici citlivosti
pro analyzu (Graf 1). Napf. se jednalo o kmeny RL 8P-L. gasseri/johnsonii s Tm 84,3 °C, L. caseli
CCM 7088T s Tm 81,8 °C, L. acidophilus CCM 4833T s 85,4 °C, RL10-L. paracasei s 83,5 °C.
Hodnoty Tr, vSech analyzovanych vzorkid znazornénych na Grafu 1 jsou uvedeny v Tabulce 16.
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Graf 2: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus —
primery P1VV1/P2V1 - pro vybrané druhy rodu Lactobacillus.
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Tabulka 18: Identifikace vybranych druhi rodu Lactobacillus - popis ke Grafu 2

DNA Tm [°C]
L. casei CCM 7088T 81,8
L. plantarum CCM 7039T 83,6
RL11 - L.rhamnosus 81,6
L. acidophilus CCM 4833T 85,4

V Grafu 2 jsou pro nazornost vybrany ukazky kiivek tani a jejich Ty u konkrétnich kment rodu
Lactobacillus, které maji spravny prubéh teplotniho profilu (81,6 °C, 81,8 °C, 85,4 °C) ale i
takové, které spravny prubéeh teplotniho profilu nemaji (83,6 °C). Jejich popis je v Tabulce 18.
Teplotni pribéh profilu kiivky tani s T, 83,6 °C, kde se jedna o L. plantarum CCM 7039T
uvedeny na Grafu 2 a pfifazeny v Tabulce 18, nemiizeme brat jako spravné detekovany pii nasich
podminkach, jelikoZ kfivka tani nejevi dostatecny pik.

Pro blizsi specifikaci jsme schopni dle Grafu 1 a 2 fict, ze pomoci primera P1V1/P2V1 lze na
zakladé¢ hodnoty Tp rozliSit vétsi cast analyzovanych vzorki DNA rodu Lactobacillus.
L. acidophlus jehoz Tr, je 85,4 °C, 1ze od vSech ostatnich analyzovanych druht Lactobacillus (L.
rhamnosus, L. plantarum, L. casei, L. paracasei, L. delbruckii, L. gasseri, L. kefiry, L.
amylovarum, Lactococcus lactis, L.gasseri/johnsonii,L. vaginalis) zietelné odlisit. Naopak nejsme
schopni rozlisit RL2-P - L.gasseri/johnsonii (T,=83,9 °C) od L. kefiry CCM 7086 (T,,=83,9 °C).
Také nejsme schopni spravné zaradit nékteré analyzované kmeny, které jevi nespravny pribéh
teplotniho profilu napt. L. plantarum CCM 7039T.

Po analyze qPCR-HRM s primery P1V1/P2V1 [41] byla nasledné provedena agard6zova gelova
elektroforéza (Obr. 21).
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L meeRaR L RO RaBR s Ee s

Detekce Detekce
& Vzorek PCR & Vzorek PCR
produktu produktu
1 | L. acidophilus CCM 4833T + 14 | L. kefiry CCM 7086
2 | L. delbruckii CCM 7190T + 15 | L. amylovarum CCM 4380
3 L. delbrueckii ssp. lactis CCDM + 16 | Lactococcus lactis CCM 7414 +
68/03-P
4 | L. gasseri K7 17 | RL1 - L.rhamnosus
5 | L. gasseri K7 CCM 7009 18 | RL2-P - L.gasseri/johnsonii
6 E:-Cpglr\j(:; 15:3; g P. paracasel + 19 | RL4-P - L.paracasei +
7 Ecp;‘;jcz""lsg;ggp paracasel + |20 |RL7- L. vaginalis +
8 | L. casei LOCK 0919 + 21 | RL8-P - L. gasseri/johnsonii +
9 | L. rhamnosus LOCK 0908 + 22 |RL10 - L. paracasei +
10 | L. rhamnosus LOCK 0900 + 23 |RL11 - L. rhamnosus +
11|L. casei CCM 7088T + 24 | Standard - Zebficek 100bp
12 | L. casei CCM 4791 + 25 | negativni kontrola -
13| L. plantarum CCM 7039T +
+ ...PCR produkt prokazan -... PCR produkt neprokazan

Obr. 21: Agar6zova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro primery P1V1/P2V1 [41]

Agardzovou gelovou elektroforézou

byla

potvrzena pfitomnost PCR  produkti

amplifikovatelnymi s primery P1V1/P2V1. (Obr. 21) Délka produktu odpovidala 110 bp.
V databazi NCBI / Primer-BLAST byla ovéfena délka produktu, kterd by méla odpovidat
91-110 bp.
Jak uvadi literatura [40] i databaze Primer-BLAST [37] jsou tyto primery specifické nejen pro
druhy Lactobacillus, ale i pro druhy Lactococcus, coz potvrdila i naSe analyza pomoci HRMA.
Vsechny namétené hodnoty Ty, viz Tabulka 16.
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5.4.2 gPCR-HRM analyza s primery UPF/UPR

U kazdého vzorku byla provedena qPCR-HRM analyza s primery UPF/UPR [41], pouzity
program gqPCR je uveden v Tabulce 12, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a slozeni
PCR smési je zapsano v Tabulce 11.

Ve vSech analyzovanych vzorcich byl detekovan specificky vrchol na kfivce tani, ktery znaci
hodnotu Tr,,. Hodnoty T, vSech specifickych PCR produktit HRM analyzy jsou uvedeny v Tabulce
16. Vysledky analyzy k¥ivek tani pomoci piistroje ECO™ a primery UPF/UPR jsou uvedeny na
Grafu 3a4 apopsany v Tabulce 19 a 20.

Graf 3: Vysokorozlisovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro druhy rodu Lactobacillus.-
primery UPF/UPR [41]
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Tabulka 19: Hodnoty T, specifickych PCR produktt pro rod Lactobacillus - popis T, vybranych druht
Lactobacillus ke Grafu 3

DNA Tm [°C]
RL7 - L.vaginalis 85,2
L. acidophilus CCM 4833T 85,5
RL4-P - L. paracasei 86,7
L. rhamnosus LOCK 0900 86,9

V Grafu 3 je uveden celkovy teplotni profil vSech ndmi testovanych 23 kmenid rodu
Lactobacillus. Jsou v ném také popsany nejrozdilnéjsi teploty tani ze vSech testovanych vzorkt a
nasledné pro piehlednost piitazeny k jednotlivym druhtim rodu Lactobacillus v Tabulce 19.

Teplotni profil vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani u primerat UPF/UPR se jevil pro ruzné
druhy Lactobacillus jako méné diferencujici, pouze se dvéma vyraznymi vrcholy, coz znaci jen
Caste¢né dostacujici citlivost a variabilitu nami testovanych vzorku, viz Graf 3 a 4. Konkrétné se
jednalo o kmeny RL7-L. vaginalis s Ty, 85,2 °C, L. acidophilus CCM 4833T s T, 85,5 °C, RL4-P-
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L. paracasei s T, 86,7 °C, L. rhamnosus LOCK 0900 s T, 86,9 °C.

Vzhledem Kk mensi diferenciaci hodnot Ty, u primert UPF/UPR bylo vice vzorki DNA
naméfeno Se stejnou nebo velmi blizkou hodnotou Tp. Konkrétné se jednalo o kmeny L.
delbruckii CCM 7190T, L. delbrueckii ssp. lactis CCDM 68/03-P, L. gasseri K7, L. paracasei
spp. paracasei CCDM 213/06, RL8-P- L. gasseri/johnsonii (se hodnota T, rovnala 85,0-85,1 °C)
a L. casei CCM 4791, L. plantarum CCM 7039T, L. kefiry CCM 7086, RL4-P - L.paracaseli, L.
paracasei spp. paracasei CCDM 216/06 (hodnota Ty, se rovnala 86,7-86,8 °C).

Hodnoty T, pro vSechny znazornéné kiivky tani znazornéné na Grafu 3 jsou uvedeny v
Tabulce 16.

Graf 4: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus —
primery UPF/UPR [41] - vybrané druhy rodu Lactobacillus
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Tabulka 20: Identifikace vybranych druha rodu Lactobacillus - popis ke Grafu 4

DNA Tm [°C]

L. acidophilus CCM 4833T 85,5
L. casei CCM 7088T 86,4

L. plantarum CCM 7039T 86,7

V Grafu 4 jsou pro nazornost vybrany ukazky kiivek tani a jejich Tr, u konkrétnich kmend rodu
Lactobacillus. Jsou to kiivky L. acidophilus CCM 4833T, L. casei CCM 7088T, L. plantarum
CCM 7039T, popsany v Tab. 20, které maji spravny prubéh teplotniho profilu, a také hodnota
jejich Ty, je dostate¢né€ navzajem rozlisitelna.

Pro blizsi specifikaci jsme schopni dle Grafu 3 a 4 fict, Ze pomoci primerd UPF/UPR jsme
schopni na zakladé hodnoty T, rozliSit polovinu testovanych vzorkd, napt. L. acidophilus CCM
4833T, (Tm=85,5°C), L. casei CCM 7088T ( T+=86,4 °C), L. plantarum CCM 7039T (T,=86,7),
RL7-L. vaginalis (T»=85,2), L. acidophilus CCM 4833T (T,,=85,5), RL4-P - L. paracasei
(Tm=86,7), L. rhamnosus LOCK 0900(T»=86,9), ale nejsme schopni dle namétenych Tp, rozlisit
L. delbruckii CCM 7190T, L. delbrueckii ssp. lactis CCDM 68/03-P, L. gasseri K7, L. paracasei
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spp. paracasei CCDM 213/06, RL8-P - L. gasseri/johnsonii (T,=85,0-85,1°C) a L. casei CCM
4791, L. plantarum CCM 7039T, L. kefiry CCM 7086, RL4-P - L.paracasei, L. paracasei spp.
paracasei CCDM 216/06 (T,,=86,7-86,8°C). Hodnoty Ty vSech analyzovanych vzorki viz
Tabulka 16.

Po analyze qPCR-HRM s primery UPF/UPR [41] byla nasledné provedena agar6zova gelova
elektroforéza (Obr. 22).

Detekce Detekce
& Vzorek PCR | ¢ Vzorek PCR
produktu produktu
1 |L. acidophilus CCM 4833T + 14 | L. kefiry CCM 7086 +
L. delbruckii CCM 7190T + 15 | L. amylovarum CCM 4380
3 L. delbrueckii ssp. lactis CCDM + 16 | Lactococcus lactis CCM 7414 +
68/03-P
4 | L. gasseri K7 + 17 | RL1 - L.rhamnosus
5 |L.gasseri K7 CCM 7009 + 18 | RL2-P - L.gasseri/johnsonii
6 IC_:.Cp;'r\;c; fg;;g . paracaset + 19 | RL4-P - L.paracasei +
7| L paracasel spp. paracesei + | 20[Re7- L vaginatis .
8 |L.caseiLOCK 0919 + 21 | RL8-P - L. gasseri/johnsonii +
9 |L.rhamnosus LOCK 0908 + 22 |RL10 - L. paracasei +
10 | L. rhamnosus LOCK 0900 + 23 |RL11 - L. rhamnosus +
11 |L.casei CCM 7088T + 24 | Standard - zebiicek 100bp
12 | L. casei CCM 4791 + 25 | negativni kontrola -
13 | L. plantarum CCM 7039T +
+ ...PCR produkt prokazan -... PCR produkt neprokazan

Obr. 22: Agarozova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro primery UPF/UPR [41]

Agar6ézovou gelovou elektroforézou byla potvrzena ptfitomnost PCR  produkti
amplifikovatelnymi s primery UPF/UPR/. (Obr. 22) Délka produktu odpovidala 400 bp.

V databazi NCBI / Primer-BLAST byla ovétena délka produktu, kterd by méla odpovidat 400 -
470 bp. Jak uvadi literatura [41] i databaze Primer-BLAST [37] jsou tyto primery specifické nejen
pro druhy Lactobacillus, ale i pro druhy Lactococcus, coz ale nase analyza s primery UPF/UPR
a analyzatorem ECO™, za nasich podminek, vzhledem k nizké rozdilnosti hodnot T, viech
analyzovanych vzorka nepotvrdila. VSechny namétené hodnoty Tr, viz Tabulka 16.
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5.4.3 (JPCR-HRM analyza s primery LAC1/LAC2

U kazdého vzorku byla provedena qPCR-HRM analyza s primery LAC1/LAC2 [42], pouzity
program gqPCR je uveden v Tabulce 12, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a slozeni
PCR smési je zapsano v Tabulce 11.

Ve vSech analyzovanych vzorcich byl detekovan specificky vrchol na kfivce tani, ktery znaci
hodnotu Tr,, pouze u vzorku ¢. 1, 8 a 15 hodnota Ty, nebyla detekovana. Hodnoty T, vSech
specifickych PCR produkti HRM analyzy jsou uvedeny v Tabulce 16. Vysledky analyzy kiivek
tani pomoci piistroje ECO™ a primerd LAC1/LAC2 jsou uvedeny na Grafu 5 a 6 a popsany
v Tabulce 21 a 22.

Graf 5: VysokorozliSovaci analyza kfivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus —
primery LAC1/LAC2 [42]

018 g s 85,1
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Tabulka 21: Hodnoty T, specifickych PCR produkti pro rod Lactobacillus - popis T, vybranych druht
Lactobacillus ke Grafu 5

DNA Tm [°C]
L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 81,3
RL10 - L. paracasei 81,8
L. casei CCM 7088T 82,5
RL7 - L.vaginalis 85,1

V Grafu 5 je uveden celkovy teplotni profil vSech nami testovanych 23 kment rodu
Lactobacillus. Nejrozdilngjsi teploty tani ze vSech testovanych vzorkl jsou popsany v Grafu 5
a nasledné pro piehlednost ptifazeny k jednotlivym druhtim rodu Lactobacillus v Tabulce 21.
Teplotni profil vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani DNA s primery LAC1/LAC2 se jevil pro
ruzné druhy Lactobacillus jako méné diferencujici. U vétSiny druhi rodu Lactobacillus je v Grafu
Svidét nespravny teplotni profil kiivek tani, kdy pik s vrcholem Ty, se jevi velmi nizky.

Na zaklad¢ vysledkt uvedenych v grafu 5 mizeme fict, Ze HRM analyza probéhla uspésné jen
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u druhu L. vaginalis s T, 85,1°C, ktery jediny se liSil svou velikosti piku i velikosti T, coZ nam
nasledné potvrdila i agarézova gelova elektroforéza specifickych PCR produkti viz Obr. 23.

Vzhledem k mensi diferenciaci hodnot Ty, u primerit LAC1/LAC2 bylo vice vzorkii DNA se
stejnou nebo velmi blizkou hodnotou Ty,. Konkrétné se jednalo o kmeny L. plantarum CCM
7039T, L. rhamnosus LOCK 0908, RL8-P-L. gasseri/johnsonii, RL10-L. paracasei, Lactococcus
lactis CCM 7414, RL1-L.rhamnosus, RL2-P-Lgasseri/johnsonii (u vSech se hodnota Ty, rovnala
81,7 — 81,8°C). Hodnoty T, vSech analyzovanych vzorkl jsou zaznamenany v Tabulce 16.

Graf 6: Vysokorozliovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus —
primery LAC1/LAC2 [42] - vybrané druhy rodu Lactobacillus
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Tabulka 22: Identifikace vybranych druhii rodu Lactobacillus- popis ke Grafu 6

DNA Tm [°C]
RL7 - L. vaginalis 85,1
L. delbruckii CCM 7190T 82,6
L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 81,3

V Grafu 6 jsou pro ndzornost vybrany ukazky kiivek tani s jejich hodnotami Ty, u konkrétnich
kmenti rodu Lactobacillus, které maji spravny pribéh teplotniho profilu (85,1°C), ale i takové,
které nemaji spravny prub¢h teplotniho profilu (81,3 °C, 82,6 °C). Jejich popis je v Tabulce 22.
Teplotni prubéh profilu kiivek tani s Tr, 82,6 °C a 81,3 °C, kde se jedna o L. delbruckii CCM
7190T a L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 uvedeny na Grafu 6 a ptifazeny v Tabulce
22, nemuzeme brat jako spravné detekovany pii nasich podminkach, jelikoz kiivky tani nejevi
dostatecnou velikost piku. Naproti tomu teplotni pribéh profilu kiivky tani s T, 85,1 °C (Graf 6),
kde se jedna o RL7-L. vaginalis (Tabulka 22) se jevi jako pik s dostate¢nou velikosti a je
rozliSitelny a spravny.

Pro blizsi specifikaci jsme schopni dle Grafu 5 a 6 fict, Ze pomoci primerd LAC1/LAC2 [42]
jsme schopni na zéakladé hodnoty Ty, splehlivé rozlisit druh RL7-L. vaginalis (T=85,5°C) od
ostatnich druhd rodu Lactobacillus napt. L. delbruckii CCM 7190T (T,,=82,6°C), L. paracasei
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spp. paracasei CCDM 213/06 (T=81,3°C). U L. acidophilus CCM 4833T, L. casei LOCK 0919 a
L. amylovarum CCM 4380 nebyla detekovana zadna vysokorozliSovaci kiivka tani a zadna
namétena hodnota Tp,. Hodnoty T, vSech analyzovanych vzorku jsou v Tabulce 16.

Po analyze qPCR-HRM s primery LAC1/LAC2 [42] byla nasledné provedena agardézova gelova
elektroforéza (Obr. 23).

Detekce Detekce
& Vzorek PCR | & Vzorek PCR
produktu produktu
1 |L. acidophilus CCM 4833T - 14 | L. kefiry CCM 7086 -
2 | L. delbruckii CCM 7190T - 15 | L. amylovarum CCM 4380 -
3 L. delbrueckii ssp. lactis CCDM - 16 | Lactococcus lactis CCM 7414 -
68/03-P
4 | L. gasseri K7 - 17 | RL1 - L.rhamnosus -
5 |L. gasseri K7 CCM 7009 - 18 | RL2-P - L.gasseri/johnsonii -
L. paracasei spp. paracasei .
6 CCpDM 213/ng P - 19 |RL4-P - L.paracasei -
7 |Lo paracesei sbp. paracasei - | 20 |Ru7- L. vaginais .
8 |L.caseiLOCK 0919 - 21 | RL8-P - L. gasseri/johnsonii -
9 |L. rhamnosus LOCK 0908 - 22 |RL10 - L. paracasei -
10 | L. rhamnosus LOCK 0900 - 23 |RL11 - L. rhamnosus -
11 | L. casei CCM 7088T - 24 | Standard - Zebficek 100bp
12 | L. casei CCM 4791 - 25 | negativni kontrola -
13 | L. plantarum CCM 7039T -
+ ...PCR produkt prokazan -... PCR produkt neprokazan

Obr. 23: Agardozova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro primery Lacl/Lac2 [42]

Agarézovou gelovou elektroforézou byla potvrzena pfitomnost PCR  produktu
amplifikovatelnym s primery LACL1/LAC2 u vzorku ¢. 20. (Obr. 23) Délka produktu odpovidala
350 bp. V databazi NCBI / Primer-BLAST byla ovéiena délka produktu, ktera by méla odpovidat
345-350 bp.

Spolehlivé byl s primery LACI/LAC2 prokazan u HRM analyzy i1 u nasledné agar6zové gelové
elektroforézy pouze vzorek ¢. 20 (RL7-L. vaginalis). Jelikoz u elektroforézy nebyl detekovan
zadny dalsi PCR produkt, tak hodnota T, u HRM analyzy pro ostatni vzorky je diskutabilni
a nespolehliva. VSechny hodnoty Tr, viz Tabulka 16.
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5.4.4 gPCR-HRM analyza s primery V3F/V3R

U kazdého vzorku byla provedena qPCR-HRM analyza s primery V3F/V3R [43], pouzity
program gPCR je uveden v Tabulce 13, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a slozeni
PCR smési je zapsano v Tabulce 11.

Ve vsech analyzovanych vzorcich byl detekovan specificky vrchol na kiivce tani, ktery znaci
hodnota Tr,. Hodnoty T, specifickych PCR produkti HRM analyzy jsou uvedeny v Tabulce 16.
Vysledky analyzy kfivek tani pomoci piistroje ECO™ a primert V3F/V3R jsou uvedeny v Grafu
7 a8 apopsany v Tabulce 24 a 25.

Graf 7: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus —
primery V3F/V3R [43]
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Tabulka 24: Hodnoty T, specifickych PCR produktt pro rod Lactobacillus - popis T, vybranych druht
rodu Lactobacillus ke Grafu 7

DNA T [°C]
L. acidophilus CCM 4833T 84,3
RL7 - L. rhamnosus 84,7
L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 85,4
L. kefiry CCM 7086 86,3

V Grafu 7 je uveden celkovy teplotni profil vSech nami testovanych 23 kmenl rodu
Lactobacillus. Nejrozdilngjsi teploty tani ze vSech testovanych vzorku jsou v Grafu 7 také
popsany a nasledné pro piehlednost pfitazeny k jednotlivym druhiim rodu Lactobacillus v Tabulce
24,

Teplotni profil vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani u testovanych kmenii za pouziti primert
V3F/V3R se jevil pro ur¢ité druhy Lactobacillus jako optimalni s dostacujici citlivosti
a diferenciaci pro nasi analyzu (Graf 7). Napt. se jednalo o kmeny L. acidophilus CCM 4833T
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S T 84,3 °C, RL7-L. rhamnosus s Ty, 84,7 °C, L. paracasei spp. paracasei CCDM 213/06 s T,
85,4 °C, L. kefiry CCM 7086 s T, 86,3 °C u kterych je vidét v Grafu 7 nejvétsi diferenciace a
velikost teplotnich profila. Hodnoty T, vSech naméfenych vzorku jsou uvedeny v Tabulce 16.

Graf 8: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus -
primery V3F/V3R [43] — vybrané druhy rodu Lactobacillus
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Tabulka 25: Identifikace vybranych druhi rodu Lactobacillus - popis ke Grafu 8

DNA T [°C]
L. acidophilus CCM 4833T 84,3
L. delbruckii CCM 7190T 84,4
L. plantarum CCM 7039T 86,0
L. casei CCM 7088T 86,2

V Grafu 8 jsou pro nazornost vybrany ukazky kiivek tani s jejich hodnotami T, u konkrétnich
kmenti rodu Lactobacillus, které maji rtizny prubeh teplotniho profilu a rizné hodnoty Tr,. Popis
ke Grafu 8 viz Tabulka 25. Teplotni pribéh kiivek tani s Tr, 84,3 °C a 86,2 °C ma strmg&jsi prabéh
oproti vysokorozliSovacim kiivkam tani s Tr, 84,4 °C a 86,0 °C, které strmy pribéh nemaji - coz
miZe znacit nespravnost prub¢hu teplotniho profilu.

Pro blizsi specifikaci jsme schopni dle Grafu 7 a 8 fict, ze pomoci primerd V3F/V3R lze na
zéklad€ hodnoty T a profild vysokorozliSovacich kiivek tani rozliSit vétsi ¢ast analyzovanych
vzorkli DNA rodu Lactobacillus. Napt. L. acidophlus jehoz Ty, je 84,3 °C, L. plantarum CCM
7039T (Tm=86,0°C), L. delbruckii CCM 7190T (T=84,4°C), L. kefiry CCM 7086 (Tm=86,3°C),
RL7 - L. rhamnosus (T,=84,7°C).

Naopak nejsme schopni rozlisit L. acidophilus CCM 4833T (T=84,3 °C) od L. gasseri K7
(Tm=84,3°C) aod RL2-P - L.gasseri/johnsonii (T,=84,3°C). Hodnoty T, vSech analyzovanych
vzorkt viz Tabulka 16.
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Po analyze qPCR-HRM s primery V3F/V3R [43] byla nésledné provedena agar6zova gelova
elektroforéza (Obr. 24).

Detekce Detekce
& Vzorek PCR | & Vzorek PCR
produktu produktu
1 | L. acidophilus CCM 4833T + 13 | L. plantarum CCM 7039T +
2 | L. delbruckii CCM 7190T + 14 | L. kefiry CCM 7086 +
L. delbrueckii ssp. lactis CCDM s
3 68/03-P + St. | Standard - zebficek 100 bp
L. gasseri K7 + 15 | L. amylovarum CCM 4380 +
L. gasseri K7 CCM 7009 + 16 | L. lactis CCM 7414 +
6 L. paracasei spp. paracasei N 17 | RL1 - L.rhamnosus N

CCDM 213/06

L. paracasei spp. paracasei - .
7 CCDM 216/06 + 18 | RL2-P - L.gasseri/johnsonii +

L. casei LOCK 0919
9 |L.rhamnosus LOCK 0908
10 | L. rhamnosus LOCK 0900
11 | L. casei CCM 7088T

12 | L. casei CCM 4791
+ ...PCR produkt prokazan

19 | RL4-P - L.paracasei

20 |RL7 - L. vaginalis

21 | RL8-P - L. gasseri/johnsonii
22 |RL10 - L. paracasei

23 |RL11 - L. rhamnosus

+ | |+ +]+
+ |+ |+ +]+

Obr. 24: Agarézova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro primery V3F/V3R [43]

Agardzovou gelovou elektroforézou byla potvrzena piitomnost PCR  produktii
amplifikovatelnymi s primery V3F/V3R. (Obr. 24) Délka produktu odpovidala 200 bp. Specifita
pouzitych primerii byla ovéfena v databdzi NCBI/Primer-BLAST, pficemz byla také potvrzena
velikost amoplikonu (204 bp).
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5.4.5 (JPCR-HRM analyza s primery V6F/V6R

U kazdého vzorku byla provedena qPCR-HRM analyza s primery VO6F/V6R [43], pouzity
program gPCR je uveden v Tabulce 13, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a slozeni
PCR smési je zapsano v Tabulce 11.

Ve vSech analyzovanych vzorcich byl detekovan specificky vrchol na kfivce tani, ktery znaci
hodnotu Tr,,. Hodnoty T, vSech specifickych PCR produkti HRM analyzy jsou uvedeny v Tabulce
16. Vysledky analyzy kiivek tani pomoci piistroje ECO™ a primert V6F/V6R jsou uvedeny
v Grafu 9 a 10 a popsany v Tabulce 26 a 27.

Graf 9: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus -
primery V6F/V6R [43]
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Tabulka 26: Hodnoty T, specifickych PCR produktt pro rod Lactobacillus- popis T, vybranych druhi
Lactobacillus ke Grafu 9

DNA Tm [°C]
L. kefiry CCM 7086 82,7
L. casei CCM 4791 82,9
RL8-P - L. gasseri/johnsonii 83,4
RL7 - L. rhamnosus 83,9

V Grafu 9 je uveden celkovy teplotni profil vSech nami testovanych 23 kment rodu
Lactobacillus. Nejrozdilngjsi teploty tani ze vSech testovanych vzorkt jsou v Grafu 9 také
popsany a nasledné pro piehlednost pfitazeny k jednotlivym druhiim rodu Lactobacillus v Tabulce
26.

Teplotni profil vysokorozliSovaci analyzy kfivek tani u primerd V6F/V6R se jevil pro rizné
druhy Lactobacillus jako optimalni s dostacujici citlivosti pro nasi analyzu (Graf 9). Ktivky tani
vykazuji dostate¢nou strmost i velikost v teplotnim profilu a hodnoty Ty, analyzovanych vzorka
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jsou dostatecné rozdilné.

Jednalo se napt 0 kmeny L. kefiry CCM 7086 s T, 82,7 °C, L. casei CCM 4791 s T, 82,9 °C,
RL8-P-L.gasseri/johnsonii s Tr, 83,4 °C, RL7-L. rhamnosus s T, 83,9 °C u kterych je na Grafu 9
vidét nejvetsi rozdilnost teplotnich profilt.

Hodnoty T, pro vSechny kiiveky tani znazornéné v Grafu 9 jsou uvedeny v Tabulce 16.

Graf 10: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro Lactobacillus -
primery V6F/V6R [43] - vybrané druhy rodu Lactobacillus
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Tabulka 27: Identifikace vybranych druhi rodu Lactobacillus - popis ke Grafu 10

DNA Tm [°C]
L. acidophilus CCM 4833T 82,8
L. plantarum CCM 7039T 82,6
L. casei CCM 4791 82,9
L. delbruckii CCM 7190T 83,3

V Grafu 10 jsou pro néazornost vybrany pouze ukazky kiivek tani s jejich hodnotami Tp,
u konkrétnich kment rodu Lactobacillus, které maji rizny prubéh teplotniho profilu a rtzné
hodnoty Tr,. Popis ke Grafu 10 viz Tabulka 27. Teplotni profil vysokorozliSovacich ktivek tani
s Tm 82,8 °C, 82,6 °C a 82,9 °C vykazuje strméjsi prabeh, naproti tomu kiivka tani s Try 83,3 °C
nejevi dostatecny pik.

Pro blizsi specifikaci jsme schopni dle Grafu 9 a 10 ptesto fict, Ze pomoci primeri VOF/V6R
lze na zakladé hodnoty Ty a profild vysokorozliSovacich kiivek tani rozliSit vétsi cast
analyzovanych vzorkli DNA rodu Lactobacillus. Napt. jsme schopni rozlisit L. acidophlus jehoz
Tmje 82,8 °C, L. plantaru CCM 7039T (T,=82,6°C), L. delbruckii CCM 7190T (T,,=83,3°C), L.
casei CCM 4791 (T,=82,9°C), RL7-L rhamnosus (T»=83,9°C). Naopak nejsme schopni rozlisit
L. plantarum CCM 7039T (T,=82,6 °C) od L. amylovarum CCM 4380 (T,=82,6 °C). Hodnoty T,

58



vSech analyzovanych vzorki viz Tabulka 16.
Po analyze qPCR-HRM s primery V3F/V3R [43] byla nasledné provedena agar6zova gelova
elektroforéza (Obr. 25).

Detekce Detekce

& Vzorek PCR | & Vzorek PCR
produktu produktu

1 | L. acidophilus CCM 4833T + 13 | L. plantarum CCM 7039T +

2 | L. delbruckii CCM 7190T + 14 | L. kefiry CCM 7086 +

3 ;é;joe?:fa;ueckii ssp. lactis CCDM + 15 | L. amylovarum CCM 4380 +

4 | L. gasseri K7 + 16 | L. lactis CCM 7414 +

5 | L. gasseri K7 CCM 7009 + 17 | RL1 - L.rhamnosus +

6 é’gg;jcslsgjggp' paracasei + 18 | RL2-P - L.gasseri/johnsonii +

7 |Lo paracasei sbp. paracasei | 19| R4 Lparacasei .

8 | L. caseiLOCK 0919 + 20 |RL7 - L. vaginalis +

9 | L. rhamnosus LOCK 0908 + 21 | RL8-P - L. gasseri/johnsonii +

10 | L. rhamnosus LOCK 0900 + 22 |RL10 - L. paracasei +

11 | L. casei CCM 7088T + 23 |RL11 - L. rhamnosus +

12 |L. casei CCM 4791 + St. | Standard - Zebficek 100bp

+ ...PCR produkt prokazan

Obr. 25: Agar6zova gelova elektroforéza produktu PCR specifického pro primery V6F/V6R [43]

Agardézovou gelovou elektroforézou byla potvrzena ptfitomnost PCR  produkti
amplifikovatelnymi s primery V6F/V6R [43]. (Obr. 25) Délka produktu odpovidala 120 bp.
Specifita pouzitych primerti byla ovéfena v databazi NCBI/Primer-BLAST, pii¢emz byla také
potvrzena velikost amoplikonu (128 bp).
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5.5 gPCR-HRM analyza pro rod Lactobacillus realného vzorku

DNA z redlného vzorku (dopln&k stravy s probiotickym uc¢inkem) byla izolovana a CiSténa
pomoci magnetickych ¢astic. Pouziti magnetickych ¢astic bylo oproti fenolové extrakci vyhodné z
divoda vyssi rychlosti a jednoduchosti izolace DNA.

5.5.1 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Pro zjisténi koncentrace a Cistoty izolované DNA byla spektrofotometricky zmétena
absorbance v rozsahu vinovych délek (220-320 nm) [24].

Tabulka 28: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA z realného vyrobku
pomoci magnetické separace

Méfeni DNA Konc. DNA (ng/nl) | A260 A280 | 260/280 | 260/230
1 Vzorek BIFOLAC 100,9 2,018 1,316 1,53 1,42
2 Vzorek BIFOLAC 109,0 2,181 1,43 1,52 1,3

Z vysledkt méfeni vyplyva (vzorek byl méfen 2X), ze pomér absorbanci A260nm/A280nm
nepiekrocil hodnotu 1,8 (A260/A280<1,8). To zna¢i znecisténi bilkovinami. Je to zplisobeno
ziejmée tim, ze tobolky probiotickych vyrobkli neobsahuji jen Cistou kulturu, ale i dalsi pfimési,
plnidla atd. Jedna se tedy o komplexni vzorky. Proteiny jsou nezddouci, protoze by mohly
interferovat v PCR. Pro gPCR- HRM analyzu byla DNA nafedéna (na 10 ng/ul), ¢imz byly
nafedény i inhibitory PCR. Bylo usouzeno, ze izolovana DNA v koncentraci i Cistoté, Kterou jsme
ziskali je celkové vyhovujici pro qPCR-HRM analyzu.

5.5.2 gPCR-HRM analyza z komplexniho vzorku dopliiku stravy

Byla provedena HRM analyza (analyzator ECO™, Illumina) produktii PCR u realného vzorku
za pouziti specifickych testovanych primerd V3F/V3R ,V6F/V6R [43], které byly vybrany na
zéakladé predchozi analyzy refrencnich kmend.

Soucasné byla provedena analyza vSech vySe uvedenych sbirkovych kment, viz Tabulka 16,
které byly brany jako referen¢ni vzorky. Vysledné hodnoty a grafy vysokorozliSovaci analyzy kiivek
tani jSou uvedeny nize.

Tabulka 29: Hodnoty T, specifickych PCR produktit HRM analyzy DNA izolované z realného vzorku
BIFOLAC, ziskanych pomoci vybranych primert V3F/V3R, V6F/V6R

Tm[°C] Tm[°C]
vzorek BIFOLAC V3F/V3R V6F/V6R
85,5 82,8
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5.5.2.1 gPCR-HRM analyza s primery V3F/V3R

U vzorku byla provedena gPCR-HRM analyza s primery V3F/V3R [43] (pouzity program
gPCR je uveden v Tabulce 13, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a sloZeni PCR smési je
zapsano v Tabulce 11), pficemz byl detekovan specificky vrchol na kiivce tani, ktery znaci Tn,.
Vysledky analyzy kiivek tani jsou uvedeny v Grafu 11 a v Tabulce 30.

Graf 11: VysokorozliSovaci analyza kiivek tani s primery specifickymi pro rod Lactobacillus -

Derivative Fluorescence

primery V3F/V3R [43] — vzorek BIFOLAC
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Tabulka 30: Hodnoty T, specifickych PCR produktd — popis ke Grafu 11

DNA Tm [°C]
L. acidophilus CCM 4833T 84,3
L. lactis CCM 7414 85,4
L. plantarum CCM 7039T 86,0
L. casei CCM 4791 86,2
vzorek 85,5

V Grafu 11 je uveden celkovy teplotni profil nami testovaného realného vzorku BIFOLAC a
také vzorku referencnich, které jsme vybrali na zéklad¢ sloZeni redlného vzorku.

Pfi analyze DNA Vv realném vzorku za pouziti primeri V3F/V3R byl detekovan L. lactis, ktery
mél s témito primery pii vysokorozliSovaci analyze kiivek tani nejvyraznéjsi vrchol Tr, 85,5 °C
(blizka shoda T, vzorku s referenénim vzorkem L. lactis CCM 7414 - Graf 13, Tabulka 30). Jako
referencni vzorky byly vybrany ke znazornéni v Grafu 11 L. acidophilus CCM 4833T, L. lactis
CCM 7414, L. plantarum CCM 7039T, L. casei CCM 4791 (Tabulka 30).
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5.5.2.2 (PCR-HRM analyza s primery V6F/V6R

U vzorku byla provedena qPCR-HRM analyza s primery V6F/V6R [43] (pouzity program
gPCR je uveden v Tabulce 13, program pro HRMA je uveden v Tabulce 14 a sloZzeni PCR smési je
zapsano v Tabulce 11), pficemz byl detekovan specificky vrchol na kiivce tani, ktery zna¢i Tp,.
Vysledky analyzy kiivek tani jsou uvedeny na Grafu 12 a v tabulce 31.

Graf 12: VysokorozliSovaci analyza ktivek tani s primery specifickymi pro Lactobacillus —
primery V6F/V6R [43] - vzorek BIFOLAC
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Tabulka 31: Hodnoty T, specifickych PCR produktti — popis ke Grafu 12

DNA Tm [°C]
L. lactis CCM 7414 82,2
L. acidophilus CCM 4833T 82,8
vzorek 82,8

V Grafu 12 je uveden celkovy teplotni profil nami testovaného realného vzorku BIFOLAC a
také vzorku referencnich, které jsme vybrali na zéklad¢ sloZeni redlného vzorku.

Pii analyze DNA v realném vzorku za pouziti primera V6F/V6R byl detekovan L. acidophilus,
ktery mé¢l s t€émito primery pii vysokorozliSovaci analyza kiivek tani nejvyraznéjsi vrchol T
82,8°C (shoda T, vzorku s referen¢nim vzorkem L. acidophilus - Graf 12, Tabulka 31). Jako
referencni vzorky byly vybrany ke znazornéni v Grafu 12 L. lactis CCM 7414, L. acidophilus
CCM 4833T. (Popis viz Tabulka 31).

Na zéklad¢ analyzy gPCR-HRM muzeme fict, ze nami zjisténé druhy bakterii - L. lactiss,
L. acidophilus vzorek BIFOLAC obsahoval.
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6 ZAVERECNE SHRNUTI

Cilem této diplomové prace bylo prokazat moznost vyuziti PCR v redlném case a HRM
analyzy pro rozliSeni bakterialni DNA Lactobacillus na urovni rodu i druhu.

V experimentalni ¢asti byla analyzovana DNA ziskana ze sbirkovych kmenti rodu Lactobacillus.
Kizolaci DNA z realného vzorku byly pouzity magnetické Castice. Koncentrace veskeré DNA
byla stanovena spektrofotometricky. K identifikaci DNA byly pouzity primery pro specifickou
DNA domény, rodu a druhu. PCR smés obsahovala rizné mnozstvi DNA (100 a 10 ng/ul).
Amplifikovany PCR produkt byl detekovéan i pomoci agardzové gelové elektroforézy.

Ziskané¢ vysledky vhodnosti jednotlivych syntetickych oligonukleotidii (primert) byly
porovnany s literarnim zdrojem a S databazi NBCI Primer-BLAST. Na zaklad¢ této prace pak byla
vyhodnocena jejich vhodnost/nevhodnost.

Z vysledkt analyzy DNA Lactobacillus s vyuzitim PCR v realném ¢ase a HRM analyzy
s primery V1P1/V2P1[40], UPF/UPR [41], LAC1/LAC2 [42], V3F/V3R [43] a V6F/V6R [43] Ize
fict, Ze:

a) jako nejvice vhodné pii analyze DNA Lactobacillus v analyzitoru ECO™
(Ilumina, USA) za pouziti Master Mix SYTO9 se podle grafického zhodnoceni
jevily primery V1P1/V2P1[40], V3F/V3R[43] i V6F/V6R [43], a to pro svou
variabilitu a moznost rozliseni nejvice druhi rodu Lactobacillus

b) mén¢ vhodné se dle nasi analyzy jevily primery UPF/UPR [41], a to na zaklad¢
zjisténych vysledkii mensi diferenciace hodnot Ty, analyzovanych vzorktit DNA

c) uprimerdi LAC1/LAC2 [42] je podle grafického hodnoceni a podle agardzové
gelové elektroforézy zietelné, Ze nebyl detekovan zadny PCR produkt tak,
abychom mohli od sebe druhy Lactobacillus na zakladé¢ hodnot Ty, spolehlivé
rozlisit, a proto vysledky analyzy vzorki DNA jsou diskutabilni -z toho lze
usuzovat, Ze tyto primery jSou za nasSich podminek k analyze mén¢ vhodné

d) prokazané druhy bakterii vrealném vzorku S vyuzitim analyzy qPCR-HRM
s pomoci primerd V3F/V3R [43] a V6F/V6R [43] se dle naSi analyzy DNA
sbirkovych kment, které byly brany jako referen¢ni, shodovaly. Mizeme tedy fict,
ze DNA izolovana z realného probiotického vyrobku byla podle vysledkt hodnoty
Tm zatazena do rodu Lactobacillus a Lactococcus druhu L acidophilus a L. lactis
a shodovala se s udaji uvedenym vyrobcem.

Na zakladé téchto vysledkii mizeme fici, ze pro rozliSeni bakterialni DNA rodu Lactobacillus
na urovni druhil jsou nejvhodnéjsi primery V1P1/V2P1[40], V3F/V3R[43] 1 V6F/V6R [43].
U primert V3F/V3R[43] i V6F/V6R [43] byla tato vhodnost potvrzena i analyzou komplexniho
vzorku.
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7 ZKRATKY

A
BLAST
BMK
bp

C
CCM
CCDM
DNA
dNTP
EDTA
G
GRAS
HRM
LOCK
NCBI
NK
PCR
PEG
PK
gPCR
RNA
SDS
spp.

T

Tag DNA
TBE
TE

Tm

adenin

zékladni vyhledavaci néstroj pro lokalni piifazeni

bakterie mlé¢ného kvaSeni

par bazi (base pair)

cytosin

Ceska sbirka mikroorganismu

Sbirka mlékatskych mikroorganismu

deoxyribonukleova kyselina

deoxyribonukleotidtrifosfat

ethylendiamintetraoctova kyselina

guanin

generally regarded as safe (obecné schvaleny jako zdravotné nezdvadné)
High resolution melting (VysokorozliSovaci analyza ktivek tani)
kolekce primyslovych mikroorganismi v Polsku

narodni centrum biotechnologickych informéaci

negativni kontrola

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
polyetylenglykol

pozitivni kontrola

kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case
ribonukleova kyselina

dodecylsulfat sodny

poddruh (subspecies)

thymin

termostabilni enzym izolovany z baktérie Thermus aquaticus
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

bod tani
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