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ABSTRAKT

Mikrobialni DNA byla izolovana z hrubych lyzatid bunék rodu Lactobacillus a z
probiotickych vyrobkl. Bylo vyuzito reverzibilni adsorpce DNA na neporézni magnetické
Castice poly(2-hydroxyethyl methacrylat-co-glycidyl methacrylat) - P(HEMA-co-GMA)
pokryté karboxylovymi skupinami a nanocastice manganatého Perovskitu, pokrytého
silikagelem. DNA byla adsorbovana na povrch ¢astic v prostiedi 16% PEG 6000 a 2M NaClL
Adsorbovana DNA byla z ¢astic uvolnéna v nizkoiontovém TE pufru (pH=8,0). Kvalita a
koncentrace izolované DNA byla ovéfena spektrofotometricky a amplifikaci v PCR. VVzorky
DNA izolované magnetickymi c¢asticemi a metodou fenolové extrakce (kontrola) byly
amplifikovany v PCR. DNA izolovana z hrubych lyzatd bunék probiotickych vyrobki byla
kvantifikovana s vyuzitim kvantitativni PCR v realném case.

ABSTRACT

Microbial DNA was isolated from lysed cells of Lactobacillus genus in probiotic products.
Reversible adsorption DNA on the surface of carboxyl coated nonporous poly(2-hydroxyethy!l
methacrylate-co-glycidyl methacrylate) (P(HEMA-co-GMA)) magnetic particles and silicagel
coated manganase Perovskite nanoparticles. DNA was adsorbed on the surface of the particles
in the presence of 16 % poly(ethylenglycol) (PEG 6000) and 2 M sodium chloride (NaCl)
concentrations. The adsorbed DNA was released from particles by low ionic strength TE
buffer (pH= 8.0). The quality of isolated DNA was checked by spectrofotometric
measurement and PCR amplification. DNA samples isolated using magnetic particles and
phenol extraction method (control method) were PCR-ready. The DNA isolated from lysed
cells of probiotic products was quantificated in real-time qPCR.

KLICOVA SLOVA

rod Lactobacillus, probiotické vyrobky, izolace DNA, magnetické castice, PCR,
kvantitativni PCR v realném Case.

KEYWORDS

genus Lactobacillus, probiotic products, DNA isolation, magnetic particles, PCR, real-time
gPCR.
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1. Uvod

Lidstvo jiz odedavna vyuzivd k vyrobé potravin c¢innosti mikroorganismi. Jednou
Z nejznamgjSich skupin baktérii, kterd je K tomuto ucelu pouzivana, jsou tzv. baktérie
mlééného kvaseni. Nékteré druhy baktérii, fazené k této skupin€, jsou oznacovany za
probiotika, kterd jsou v dnesni dob¢é komercn¢ dostupna nejen ve formé napt. fermentovanych
mléénych vyrobk, ale i jako dopliky stravy v tabletach ¢i kapslich.

Studium at’ uz moznych pozitivnich, ¢i negativnich vlivii probiotickych druhti baktérii na
lidské zdravi, je v soucasné dobé velmi intenzivni. Pro svou mimofadnou slozitost je nutné
symbioticky vztah baktérii mlééného kvaSeni s lidskym gastrointestinalnim traktem (a nejen s
nim) dale studovat. Nezastupitelnou roli v tomto procesu poznani maji metody molekularni
biologie. Pro bezpecnost potravin je nutné, aby metody byly citlivé, reprodukovatelné a
standardizované.



2. Teoreticka Cast

2.1 Rod Lactobacillus

Druhy tohoto rodu jsou v piirodé velmi rozsifeny. Vyskytuji se v mléce, v tistech a travicim
traktu savci, na travinach, obili a na jinych rostlindch i v ptdé. Biotechnologicky se vyuzivaji
pro konzervaci zeleniny (kysani zeli, okurek) a krmiv (sildZzovani jetelovin, fepnych fizkl).
V mlékarenském pramyslu se laktobacily pouzivaji pti vyrobé syrt, kysaného mléka, jogurtii
aj. Jsou také soucasti pekatrského kvasku. Mohou byt nezadouci kontaminaci ve vinafstvi,
pivovarstvi (chutové vady), drozd’afstvi (ztrata vytéZnosti) a pii vyrobé uzenin (nezadouci
zbarveni hotovych vyrobku) [1].

Baktérie, fazené do tohoto rodu, patii mezi nepohyblivé nesporulujici fakultativné
anaerobni popf. mikroaerofilni grampozitivni ty¢inky (zpravidla rovné, obcas kokobacily).
VétSina laktobacilti roste nejlépe pii mezofilnich teplotach s optimem rustu asi do 40 °C,
nékteré druhy mohou vSak rist i pfi teplotach nizSich jak 15 °C nebo i pti 55 °C. Jsou
chemoorganotrofni, katalaza negativni a vyzaduji bohata komplexni média s optimem pH
obvykle mezi 4,5-6,4 [2].

Jejich metabolismus je fermentativni a na zakladé koneénych produktl fermentace je lze
rozdélit do tfi skupin:

1. obligatné homofermentativni — hexozy fermentuji vyhradné na kyselinu mlé¢nou, pentozy
ani glukonat nefermentuji; napf. L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. acidophilus, L.
helveticus.

2. fakultativné heterofermentativni — hex6zy fermentuji na kyselinu mlé¢nou, nebo na smés
kyseliny mlécné, octové, mraven¢i a etanolu; pentdzy fermentuji na kyselinu mlécnou a
octovou; napf. L. casei, L. plantarum, L. sake.

3. obligatné heterofermentativni — hex6zy fermentuji na kyselinu mlé¢nou, octovou (etanol) a
COg; pentozy fermentuji na kyselinu mlé¢nou a octovou; napt. L.buchneri, L. fermentum, L.
kefiri [3].

Siroké spektrum organickych latek, které vznikd degradaci sacharidi a proteinti pii
mikrobialni fermentaci se vyuzivd v potravinaistvi, dodava potravinam typické senzorické
vlastnosti, popt. potravinu konzervuje [4].

Obsah kyseliny mlécné v mlénych vyrobeich byva 0,5-1,0 %. Z tohoto mnozstvi je
v jogurtech asi 54 % L-mlééné kyseliny, 76 % Vv syrech typu Emental, 96 % Vv kysané
smetané. V kysaném zeli byva celkovy obsah mlécné kyseliny 1,5-2,5%, v kysanych
okurkach 0,5-1,5 % a v mlééné kysanych zelenych olivach 0,8-1,2 % [5].

Dnes je jiz znamo 173 druhti a 27 poddruhti [6]. Ztohoto poétu je jiz kompletné
sekvencovanych a ukoncenych 16 genomovych projektt [7]. Rod je taxonomicky fazen pod
doménu Bacteria, kmen Firmicutes, tiidu Bacilli, fad Lactoabacillales a celed
Lactobacillaceae. Patfi k tzv. bakteriim mlééného kvaseni (BMK) s malym obsahem G+C
[8]. Fylogeneticky strom fadu Lactobacillales, ktery je vytvofen analyzou ribozomalni 16S
RNA, je uveden na Obr. 1. Modra barva znazorfiuje ¢eled” Lactobacillaceae, cervena
Streptococcaceae a fialova Leuconostocaceae [9].
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Obr. 1 Fylogeneticky strom fadu Lactobacillales (upraveno) [9]
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V soucasné dob¢ se tfadi k BMK nasledujici ¢étyfi celedé — Lactobacillaceae (rod
Lactobacillus a Pediococcus), Leuconostocaceae (rod Oenococcus a Leuconostoc),
Enterococcaceae (rod Enterococcus) a Streptococcaceae (rod Lactococcus a Streptococcus)
[10].

Pro studium evolu¢nich vztahli mezi jednotlivymi taxonomickymi skupinami BMK se

vyuziva identifikace a srovnavani vybrané¢ho souboru ortolognich genti, coz jsou geny ziskané
od nejbliz§iho spole¢ného piedka (tzv. COGs) [11].

2.1.1 Negativni aspekty baktérii mlécného kvaseni

Ptestoze jsou BMK oznac¢ovany za GRAS (vSeobecné povazované za bezpe¢né), zamétuje
se vyzkum v poslednich letech na mozny ptfenos genil, zodpovédnych za rezistenci k
antibiotikiim, z pfirozené gastrointestindlni mikroflory na patogenni mikroorganismy.
Rezistenci zpusobujici geny se mohou v bakterialni populaci objevit bud’ mutaci endogennich
gend, coz je velmi nahodny a malo pravdépodobny zplisob, nebo ziskdnim externi genetické
informace [12]. Ve spolecenstvi baktérii dochazi k vertikalnimu a horizontalnimu §ifeni gent
rezistence k antibiotikim. Prvni zminény zptisob spoc¢iva v mnozeni rezistentniho kmene
baktérii. Horizontalni pfenos se miuze uskuteénit tfemi zplsoby: transformaci (piijeti volné
DNA z extracelularniho prostiedi), konjugaci (pfenos DNA, ktery je zavisly na vzajemném
bunééném kontaktu podminéném plasmidy) a transdukci (pfenos DNA zprostfedkovany
v disledku nadmérného pouzivani antibiotik. Byly nalezeny totozné geny pro rezistenci k
antibiotikiim u nepatogennich i patogennich druhit BMK [13].
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Negativni vliv na zdravi ¢loveéka mize mit rovnéz hromadéni toxickych ptirozenych
metabolitli laktobacilti, jakymi jsou napf. biogenni aminy (histamin, tyramin aj.), ve
fermentovanych mléénych vyrobcich (napt. syrech) [14].

2.1.2 Bunééna sténa

Zakladem bunééné stény, ktera tvoti pevnou kostru bunky a podminuje jeji tvar a rigiditu,
je u grampozitivnich baktérii peptidoglykan (mukopeptid neboli murein), ktery je slozen
zpravidelné¢ se opakujicich disacharidovych jednotek N-acetylglukozaminu a N-
acetylmuramové kyseliny [15]. Paralelné polozené fetézce téchto polysacharidii jsou spojeny
tetrapeptidy peptidickou vazbou pies kyselinu N-acetylmuramovou. Oligopeptid je tvotfen
nejcastéji ¢tyfmi aminokyselinami — L-alanin, D-glutamova kyselina, D-alanin a R. R znaci
jednu z aminokyselin: L-lyzin, L-glycin, L-treonin, L-ornitin, L,L-diaminopimelova kyselina
aj. Enzym lysozym hydrolyzuje (1,4)-glykozidickou vazbu peptidogykanu a rozklada jej na
disacharidické podjednotky (Obr. 2) [16]. Na vnéjsi stranu mnohovrstevné peptidoglykanové
sloZky jsou navazana vldkna kyseliny teikoové, v nichZ se stfidaji zbytky cukrl a kyseliny
fosforecné [17].

Obr. 2 Struktura disacharidické podjednotky (upraveno) [17]

LYSOZYM

N-acetylglukosamin ' N-acetylmuramova kyselina

CHZOH

CH,0OH
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2.2 Probiotika

Bakteridlni osidleni traviciho traktu patifi ontogeneticky i1 fyziologicky k tzv. zevnimu
prostiedi organizmu a jedna se o specificky vyvazeny mikrobidlni ekosystém. Povrch lumina
traviciho traktu obsahuje 10**™* mikrobidlnich bundk, pricemZ metabolickd kapacita
bakterialni masy pfevySuje dokonce jaterni parenchym. Mikroorganizmy jsou fazeny mezi
400-500 bakterialnich druht [18].

Historie probiotik je spjatd sruskym lékatem, nositelem Nobelovy ceny, Iljou
Mec¢nikovem, ktery izoloval z fermentovaného mléka bakterialni bunky Lactobacillus
bulgaricus, které podle n&j byly pii¢inou dlouhovekosti bulharskych rolnikt [19]. Dalsi
vyznamnou osobou je francouzsky védec Henry Tissier, ktery poprvé izoloval
Bifidobacterium ze stolice kojenci a baktérii pojmenoval Bacillus bifidus communis. Tissier
zjistil, ze bifidobakteriec mohou vytlacit proteolytické baktérie, které zpusobuji prijem u
kojenct, a doporucil je jako prevenci proti tomuto symptomu. Pojem probiotika poprvé uvedli
Daniel M. Lilly a Rosalie H. Stillwell vroce 1965 jako kontrast k antibiotikiim, tzn.
mikrobialni faktory, které stimuluji rast jinych organismt [20]. Dne$ni definice pojmu
,probiotika® byla definovana dle FAO/WHO jako Zivé mikroorganismy, které¢ kdyz jsou
podavany v piiméfeném mnozstvi, poskytuji zdravotni prospéch svému hostiteli [21].

2.2.1 Vyznam a pouZziti baktérii mlé¢ného kvaseni jako probiotik

Pozitivni ucinky laktobacili (BMK), povazovanych za probiotika, mizeme rozdélit na
mikrobiologické (produkce bakteriocinli, kompetice s patogeny o receptory a Zziviny atd.),
fyziologické (produkce enzymu, vitamind, mastnych kyselin s kratkymi fetézci, vliv na
metabolismus  zluCovych kyselin atd.) a imunologicky (protizanétlivé pilisobeni,
imunostimula¢ni atd.). V neposledni fad¢ probiotika zlepSuji stfevni bariéru a homeostazu
[22].

Néktera probiotika produkuji enzymy (napf. glutation-S-transferazu, NADPH cytochrom
P450 reduktazu, N-acetyltranferazu aj.), které inhibuji proces aktivace prokarcinogenu
v karcinogen (napf. benzpyren, heterocyklické aminy, nitrosamin atd.) [23]. Studie provedena
na estonskych a $védskych dvouletych détech ukazala, Zze alergici méli mensi zastoupeni
BMK ve stievni mikroflote nez zdravé déti, coz by mohlo znamenat mozny pozitivni vliv
probiotik na vznik alergii [24].

Vyrobky s Zivotaschopnymi probiotickymi kmeny BMK jsou komeréné dostupné at’ uz
jako lyofilizované preparaty, ¢i fermentované potraviny [9]. Nejcastéji pouzivané

vvvvvv

vlastnosti funkéniho probiotika jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 1 Primyslové vyuzivané probiotické mikroorganismy (upraveno) [25]

rod Lactobacillus  rod Bifidobacterium Ostatni BMK Ostatni
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecalis® Bacillus cereus®
L. casei B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli
L. crispatus B. bifidum Lactococcus lactis Propionibacterium
freundenreichii®
L. gallinarum® B. breve Leuconostoc Saccharomyces
mesenteroides cerevisiae
L. gasseri B. infantis Pediococcus acidilactici
L. johnsonii B. lactis Sporolactobacillus
inulinus®
L. paracasei B. longum Streptococcus
thermophilus
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

8Uzivano predevsim v krmivech pro zvifata

Tab. 2 Charakteristiky probiotika (upraveno) [26]

Mikrobiologické bezpecnostni pozadavky

Ptesné taxonomické zatrazeni

Humanni ptvod

Netoxické a nepatogenni

Geneticky stabilni

Potenciondlné resistentni proti antimikrobidlnim slozkdm ptivodni mikroflory hostitele
Rezistence proti Zalude¢ni kyselin€ a zlucovym kyselindm

Primyslové parametry

Stabilita Zadanych vlastnosti béhem vyroby, transportu a skladovani
Ptiznivé organoleptické vlastnosti

2.2.2 Prebiotika a synbiotika

Nestravitelné latky obsazené v potravinach, které selektivné podporuji rist nebo aktivitu
sttevnich bakterii a tim pozitivné podporuji sloZeni stfevni mikroflory, se nazyvaji prebiotika.
Patii k nim napf. inulin (fruktooligoscharid), laktul6za, galaktooligosacharidy aj. Synbiotikum
vsobé funkén€¢ spojuje probiotikum s prebiotikem pro néj specifickym (napf.
fruktooligosacharid s kmenem bifidobakterie) [26].
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2.3 DNA

Uz koncem 19. stoleti bylo zndmo, ze nukleové kyseliny jsou normalnimi slozkami vSech
zivych bunek. Hlavni poznatky o jejich struktufe byly nashromazdény pievazné v 50. letech
minulého stoleti. Prvnim zasadnim zjisténim Averyho, MaclLeoda a McCartyho z roku 1944
bylo, Ze molekuly DNA jsou nositelkami genetické informace. Vytvoteni modelu molekularni
struktury DNA Watsonem a Crickem, z né¢hoz lze ptimo vyvodit biologické funkce, vSak
ptichazi az v roce 1953 [27].

2.3.1 Struktura

Molekula DNA je tvofena dvéma pravoto¢ivymi antiparalelnimi (tzn. v jednom fetézci
5'—3" a vdruhém 3'—5") Sroubovicemi. Kostru tvofi esterové vazané molekuly deoxyribozy
a fosfatu. Fosfatové skupiny se zapornymi néboji vy¢nivaji do prostoru, do nitra helixu jsou
orientovany purinové a pyrimidinové baze. Plocha bazi je kolma k dlouhé ose molekuly DNA
a plocha deoxyribozy je zhruba kolma k plose bazi (tzn. je paralelni s osou molekuly DNA).
Oba polynukleotidové fetézce jsou k sobé vazany vodikovymi vazbami mezi jednotlivymi
sparovanymi bazemi — adenin (A) se paruje s tyminem (T) a cytosin (C) s guaninem (G) [28].
Tzv. komplementarni parovani bazi je zobrazeno na Obr. 3.

Obr. 3 Parovani bazi (upraveno) [29]
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Zastoupeni jednotlivych bazi v DNA se tidi tzv. Chargaffovymi pravidly, ze kterych
vyplyva, ze pocet adeninovych a tyminovych zbytkl je stejny (A=T), stejné jako je stejny
pocet guaninovych a cytosinovych zbytkii (C=G). Erwin Chargaff také objevil, ze zastoupeni
bazi je charakteristické pro dany organismus a mezi riznymi organismy se znacné lisi (napf. u
baktérii kolisa mezi 25-75 % G+C) [30].

Obtocenim dvou fetézcl kolem sebe se vytvaii na dvousroubovici dva zlabky — velky a
maly [31] (Obr. 4).

Obr. 4 Prostorovy model molekuly DNA (upraveno) [31]

baze

velky zlibek <

G C

A0 H & A cukr-fosfatova
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R = e

maly #libek

2.3.2 Konformace

Nativni forma, kdy vlakna DNA pfijimaji konformaci B-DNA, je stabilni pfi relativnim
obsahu vody 92 %. Pokud dojde ke snizeni relativniho obsahu vody na 75 %, ptechazi B-
DNA vratné do konforma¢niho uspofadani A. Tteti zndmou konformaci je Z-DNA, kterd je
jako jedina levotocivou Sroubovici. Funkce konformaci A-DNA a Z-DNA in vivo nebyla
prozatim objasnéna [30]. Souhrn vlastnosti jednotlivych konformaci DNA je uveden
v Tabulce 3.

16



Tabulka 3 Charakteristika jednotlivych konformaci DNA [30]

Vlastnost A-DNA B-DNA Z-DNA

Smér Sroubovice pravotocCivy pravotocCivy levotocivy
Pramér ~2,6 nm ~2,0 nm ~1,8 nm

Pocet bp v 1 zavitu 11 10 12 (6 dimert)
Cast dvousroubovice pFipadajici na 33 ° 36 ° 60 ° (na dimer)
1bp

Stoupani zavitu dvousroubovice 260 pm 340 pm 370 pm

Velky Zlabek uzky a hluboky Siroky a hluboky plochy

Maly Zlabek Siroky a mélky  uzky a hluboky  1zky a hluboky

2.3.3 Denaturace

Pti1 zvySené teploté (popft. za alkalickych podminek) dochdzi k preruseni vodikovych vazeb
mezi komplementarnimi bazemi a vzniku samostatnych polynukleotidovych fetézct. Tento
jev se nazyva denaturace. Rozmezi denaturacnich teplot je asi 30-100 °C. Soucasn¢ dochazi
k tzv. hyperchromnimu efektu, tj. ke zvySeni absorbance UV zafeni o vinové délce 260 nm,
coZ je zpusobeno rozpadem na jednotfetézce DNA, které absorbuji siln€ji neZ dvoufetézcova
molekula. Teplota tani, kterd se zna¢i symbolem Ty, znamena stav, kdy zdenaturovalo 50 %
dvousroubovicovych molekul. Hodnota Ty, je linearné zavisla na obsahu G+C [32].

2.4 Magnetické Castice

Separace, vyuzivajici magnetismu k oddéleni magnetickych ¢éastic od nemagnetickych ze
smési, je aplikovana v biotechnologiich jiz od 70. let minulého stoleti. Tato inovativni
technika je pouzivana, ¢asto v kombinaci s tradiénimi metodami, pro izolaci nebo identifikaci
bunék, bunécnych organel nebo biologicky aktivnich latek (napt. nukleové kyseliny, proteiny,
xenobiotika atd.) [33].

Princip izolace DNA spociva v reverzibilni adsorpci na magnetizovatelné ¢astice, které jsou
pokryté karboxylovymi skupinami, V prostiedi vysoké koncentrace soli. Magnetické ¢astice
jsou schopny existovat v koloidni suspenzi a neagregovat, coz je dulezité pro jejich
rovnomérnou distribuci v reakéni smési [34]. Funk¢éni magneticka Castice je tvofena

z magnetického jadérka, ochranné vrstvy (kvuli oxidaci kovu) a aktivni molekuly (specifické
dle pouziti) Obr. 5 [35].

Ochranna vrstva
Mezemik

Aktrvni molekula (ligand)
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Jadérko je nejCastéji tvofeno magnetitem (Fe3O4), coz je bézny minerdl, ktery vykazuje
feromagnetické vlastnosti, nebo maghemitem (y-Fe;O3), ktery obsahuje Zelezo v oxida¢nim
stavu 3+ a je proto vhodny pro bioaplikace [35]. Ochrannou vrstvu jadérka mohou tvofit
ruzné latky napt. poly(glycidyl methakrylat) (PGMA), kopolymer poly(2-hydroxyethyl
methakrylat-co-glycidyl methakrylat) (P(HEMA-co-GMA)) a nebo kopolymer poly(2-
hydroxyethyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylat) (P(HEMA-co-EDMA)) [36].

Rozdé&leni velikosti ¢astic udava index polydisperzity (PDI). PDI= Dw/D,, kde Dw je
pramérnd hmotnost ¢astic a D, je primér castic, ktery je stanoven z méfeni nejméné 500
¢astic pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu [37].

2.4.1 Priprava

Magnetické castice P(HEMA-co-GMA) (Obr. 6) se ptipravuji disperzni kopolymeraci
HEMA a GMA v prostiedi toluenu a 2-methyl-propan-1-olu za ptitomnosti koloidnich ¢astic
magnetitu (FesO4) potazenych vrstvickou kyseliny olejové. Reakce je iniciovana
dibenzoylperoxidem a stabilizovana acetat-butyratem celuldozy. Polymerizace probiha pti
70 °C 16 h. P(HEMA-co-EDMA) se ptipravuji analogicky, rozdil je pouze v pfitomnosti
maghemitu (y-Fe;0O3). PGMA jsou vytvofeny polymerizaci GMA, kterd je iniciovana
azobisisobutyronitrilem za stabilizace poly(vinylpyrrolidonu) v prostiedi ethanolu
s koloidnim Fe3O4 upravenym kyselinou chloristou. Na zavér jsou zoxidovany hydroxylové

skupiny mikroc¢astic 2% roztokem manganistanu draselného v kyselém prosttedi 2M H,SO4
[38].

Obr. 6 Fotografie castic P(HEMA-co-GMA) pofizena elektronovym skenovacim
mikroskopem [39]
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2.4.2 Podminky izolace DNA a vyhody

DNA se nachazi ve vodném roztoku o nizkém obsahu soli v hydratované Sroubovicové
form¢ (B-DNA) (viz kap. 2.3.2). V prostiedi poly(ethylenglycolu) (PEG) kondenzuje do
globularnitho tvaru a pfidani soli (NaCl) podporuje reverzibilni adsorbci na povrch
magnetickych ¢astic pomoci vodikovych mistkii. Obsah PEG a NaCl vede k redukci vodni
aktivity a B-DNA piechazi v A-DNA, coz mize zvySovat adsorpci bunék. Po opétovné
hydrataci relaxuje DNA do roztoku [37].

Klasickd metoda izolace genomové DNA zahrnuje fenolovou extrakci a nasledné
piesrazeni ethanolem. Tato metoda je Casové narocnd, pracnd a zachazi se pii ni se zdravi
Skodlivymi chemikaliemi. Proto byla vyvinuta metoda lyze bunék a izolace DNA pomoci
magnetickych ¢astic, ktera nepotiebuje zadna nakladna laboratorni zafizeni, je rychla a bez
manipulace s toxickymi chemikaliemi [39].

2.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazovou fetézovou reakci (PCR) se dociluje zmnozeni useku DNA, kdy se vyuziva
enzymatické schopnosti DNA-polymerazy syntetizovat nové vldkno DNA komplementéarni
k pivodnimu DNA templatu. Protoze DNA-polymeraza neni schopna syntézy od pocatku
jednoftetézce, jsou do reakce pridany dva kratké (zpravidla nejméné 18 nukleotidové) useky -
primery, které jsou komplementarni k danym fetézciim molekuly DNA a vymezuji konkrétni
usek na DNA. Na primery nasedd DNA-polymeraza od 3 - konce a nové fetézce jsou tedy
syntetizovany ve sméru 5 —3°. Kvuli teplotnimu rezimu celé¢ reakce musi byt DNA
polymerdza termostabilni, vyuziva se napt. Tag-DNA-polymeraza izolovand z baktérie
Thermus aquaticus [40]. Krom¢& Tag-polymerazy a primert obsahuje reakéni smés jako
kofaktor hofecnaté ionty Mg2+, které tvofi rozpustny komplex s jednotlivymi 2’-
deoxyribonukleosid-5 -trifosfaty (dNTP) rozpoznavany DNA-polymerazou. Pro kazdou
aplikaci je nutné stanovit optimalni koncentraci Mg?*, protoZe ionty mohou interagovat nejen
s dNTP, ale i s templatovou DNA, EDTA a dal$imi chelata¢nimi ¢inidly.

Reakce se provadéji v zatizeni nazyvaném termocykler, ktery dokdze v zavislosti na Case
automaticky ménit naprogramované teploty. Opakovanim procesu dochazi k exponencialnimu
ristu kopii (2", kde n je podet cyklit) vybraného tiseku DNA.

Zakladni princip - tfi kroky PCR jsou nasledujici:

1. denaturace dvouietézcovych molekul DNA,
2. ptipojeni primerti k oddélenym fetézciim,
3. syntéza novych fetézci DNA prostiednictvim DNA-polymerazy [41].

Schéma celého priibéhu PCR je uvedeno na Obr. 7
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Obr. 7 Schéma teplotnich rezimi a doby trvani jednotlivych krokd PCR (upraveno) [41]
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Vyslednym produktem PCR jsou amplikony, coz jsou useky DNA definované¢ délky o
velikosti zpravidla desitky az tisic parG bazi (bp). Detekce jejich pritomnosti se provadi
elektroforézou na agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu [42].

2.5.1 Polymerazova retézova reakce v realném case

Metoda PCR v realném case (RT-PCR) je zaloZena na on-line sledovani fluorescen¢niho
signalu, ktery je pfimo tmérny mnoZzstvi vznikajiciho PCR produktu. Aby bylo mozné signal
fluorescence snimat, je nutné vznikajici PCR produkt oznadit. Existuji tifi obecné metody
zalozené na pouziti interkalacniho barviva, které se vaze na DNA (napf. SYBR Green I);
fluorescencné znacené sondy a nebo fluorescenéné znacené primery. V piipadé nespecifické
vazby na DNA, jaka je napt. u SYBR Green I, je mozné pouzit analyzu kiivek tani pro
odliSeni vznikajicich specifickych produkti od nespecifickych produkti (naptf. dimert
primert). Ta je zaloZena na specifické teploté tani (Ty) daného produktu PCR [43].

Oproti konvenéni PCR ma PCR v redlném case fadu vyhod, mezi které patii napf. omezeni
kontaminace v pribéhu detekce produktu PCR, rychlost a moznost pfesné kvantifikace.
Samoziejmé v sobé zahrnuje vysokou citlivost, specifiénost a reprodukovatelnost jako
konvenéni PCR. Diky témto vyhoddm je metoda vhodnd napi. pro diagnostiku patogennich
mikroorganismt v potravinach a jejich kvantifikaci [44].
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace byla izolace DNA pomoci tifi druhli magnetickych castic -
(P(HEMA-co-GMA)) sruznym obsahem karboxylovych skupin, Perovskit a metodou
fenolové extrakce s naslednym srazenim DNA ethanolem (kontrolni metoda), dale pak
porovnani jednotlivych magnetickych ¢astic ve vztahu k vysledné izolované DNA.

Jednotlivé dil¢i ukoly byly rozdéleny nasledovné:

o kultivace zvolenych bakterialnich kmenti

o pieciSténi DNA izolované metodou fenolové extrakce magnetickymi ¢asticemi
o izolace DNA z hrubych lyzat buné¢k Cistych bakterialnich kment

o izolace DNA z hrubych lyzati bunék probiotickych vyrobka

o ovéfeni amplifikovatelnosti izolované DNA v PCR

o kvantifikace izolované DNA v real-time gPCR
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4. MATERIAL

4.1 Bakterialni kmeny

Lactobacillus gasseri K7 (kmen byl ziskan od prof. Ireny Rogelj, Institute of Dairy Science
and Probiotics, Department of Animal Science, Biotechnical Faculty, University of Ljubljana,
Slovenia)
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 212/06
Lactobacillus salivarius CCDM 216/06
4.2 Probiotické vyrobky

Probiotické tablety, které byly pouzity Vv experimentech, byly zakoupeny v komercni
prodejni siti. Nasledujici informace o vyrobcich pochézeji z ptibalovych letakli a popist na
obalech.

a Apo-Lactobacillus 10+ (Profarma — Product, Jablonec nad Nisou, CR)
Deklarované mnozstvi bundk: 12x10° v 1 kapsli (0,6 g)
Slozeni: Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum,
Bifidobacterium breve, B. longum, B. bifidum, Lactococcus lactis ssp. lactis, Streptococcus

thermophillus

Doprovodné latky: Vaccinum macrocarpon (brusinkovy extrakt), fruktooligosacharidy,
stearan hotecnaty, kyselina askorbova, (kapsle z zelatiny rostl. ptivodu)

Sarze, datum spotieby: LOT3427, 11/01/2012
= Biopron®9 (Valosun, Brno, CR)
Deklarované mnozstvi bungk: 4,5x10° v 1 tobolce (0,2 g)

Slozeni: Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, Bifidobacterium
breve, B. longum, B. bifidum, Lactococcus lactis ssp. lactis, Streptococcus thermophillus

Doprovodné latky: fruktooligosacharidy, kyselina askorbova, stearan hofecnaty, barvivo
E171, skrob, zelatina

Sarze, datum spotieby: 22366, 04/2011
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s GS Lactobacily FORTE s prebiotikami (Green-Swan Pharmaceuticals, Praha, CR)
Deklarované mnozstvi bungk: 10x10° v 1 kapsli (0,6 g)

Slozeni: Lactobacillus casei, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. brevis,
Bifidobacterium infantis, B. longum, Streptococcus thermophillus

Doprovodné latky: inulin, ryzovd mouka, zelatina, glycerol, stearan hofecnaty, oxid
ktemicity, hydroxypropylmethylceluloza (potahovaci 1.), talek, barvivo E 133

Sarze, datum spotieby: 09020702, 30/04/2011
o Pangamin BIFIplus (pivovarské kvasnice) (Rapeto, Bezdruzice, CR)
Deklarované mnozZstvi bun¢k: neuvedeno
SloZeni: bakterialni kultury laktobacilt a bifidobakterii
Doprovodné latky: suSené pivovarské kvasnice, susené odtu¢néné mléko, pupalkovy olej,
inulin, vitaminy B1, B2, B6, B12, kys. pantotenova, pangamova a listova, niacin, biotin,
cholin, Ca, P, K, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, bilkoviny
Datum spotteby: 30/09/2012
@ Probian (GSN, New Jersey, USA)
Deklarované mnozstvi bungk: 10x10° v 1 tobolce (0,3 g)
SloZeni: Lbc. rhamnosus, acidophilus, Bifidobacterium longum

Doprovodné latky: fruktooligosacharidy — inulin, Zelatina, stearan hofecnaty

Sarze, datum spotteby: 015018, 20/10/2010
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4.3 Chemikalie

Agar (Lachema, Brno, CR)

Agaroza (pro elektroforézu) (Serva, Heidelberg, SRN)
Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

Dodecyl sulfat sodny (SDS - C12H25S04Na)

Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

Ethidium bromid (EtBr) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (pH=7,8-8,2) (Serva, Heidelberg, SRN)

Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (3-methyl-1-butanol)

Kyselina borita (H3BOs) (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Kyselina octova (Lachema, Brno, CR)

Lyzozym (Serva, Heidelberg, SRN)

M.R.S. Broth (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Polyethylen glykol (PEG) 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

RNaza A (Serva, Heidelberg, SRN)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Serva, Heidelberg, SRN)

4.4 Roztoky

4.4.1 Kultiva¢ni média

s MRS médium (pH=6,5) (I)
13 ¢ M.R.S. Broth média bylo rozpusténo v 250 ml destilované vody (52 g/l), vzniklé
médium bylo sterilizovano v autoklavu 15 min pii teploté 121 °C.

s MRS agar (s)
K MRS médiu byl pfidan agar (15 g/1), vzniklé médium bylo sterilizovano v autoklavu 15 min
pii teploté 121 °C, po sterilizaci bylo médium rozlito do Petriho misek a ponechdno ztuhnout
pti laboratorni teploté a uchovavano v lednici.
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4.4.2 Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bunék

50,5 M EDTA (pH=8,0)
186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Pomoci asi 20 g NaOH bylo
upraveno pH (nejprve bylo piidano 15 g NaOH, poté byl postupné ptidan zbytek NaOH po
jednotlivych peletkach za stalé kontroly pH). Rozpousténi probihalo za stalého michani na
magnetické michacce. Vysledny roztok byl doplnén destilovanou vodou na 1 1, rozdélen do
alikvotnich podilt a sterilizovan 15 min pii 121 °C.

o 1 M Tris-HCI (pH=7,8; 8,0)
V 80 ml destilované vody bylo rozpusténo 12,1 g Tris-baze. K tpravé pH byla pouzita
koncentrovana HCl. Roztok byl dopnén destilovanou vodou do 100 ml a sterilizovan 15 min
pii 121 °C,

o Lyzaéni roztok A
Ze zasobnich roztokt byl sterilné¢ smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH= 7,8) s1 ml 0,5 M EDTA
(pH=8,0) a bylo ptidano 98 ml destilované vody.

o Lyzaéni roztok B
K lyzaénimu roztoku A byl ptfidan lyzozym, tak aby jeho vyslednd koncentrace byla (dle
potteby) 2 mg/ml nebo 10 mg/ml. Lyzozym byl pifidan tésné pfed pouzitim roztoku a byl
piipravovan vzdy cerstvy.

o 20% SDS
Za zahtivani (68 °C) bylo rozpusténo 20 g dodecyl sulfatu sodného v 80 ml destilované vody.
Hodnota pH byla upravena na 7,0 koncentrovanou HCI. Roztok byl dopIlnén na objem 100 ml
a rozdélen do alikvotnich podili.

o Proteinaza K (1 mg/ml, 100 pg/ml)
Na analytickych vahach bylo navazeno pfislusné mnozstvi enzymu (10 mg, 1 mg), které bylo
rozpusténo v 10 ml sterilni destilované vody. Roztok, rozdéleny do alikvotnich podilt, byl
uchovavan pii -20 °C.

o RNéaza A
Potiebna navazka RNazy A (kone¢na koncentrace 100 pg/ml) byla rozpusténa v 10 mM Tris-
HCI (pH= 7,8) a 15mM NaCl. Vysledné alikvotni podily byly uchovavany pii -20 °C.

4.4.3 Roztoky pro izolaci DNA metodou fenolové extrakce

s ClZ
K 24 dilim chloroformu byl pfidan 1 dil isoamylalkoholu.

o 3 M octan sodny
40,81 g CH3COONa . 3H20 bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody. Ledovou kyselinou
octovou bylo upraveno pH na hodnotu 5,2. Vysledny roztok byl doplnén destilovanou vodou
na objem 100 ml, sterilizovan 15 min pii 121°C a rozplnén do alikvotnich podil
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o TE pufr (pH=8,0)
1ml 1 M Tris-HCI (pH= 8,0) byl smichan s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH= 8,0) a do 100 ml byl
roztok doplnén sterilni destilovanou vodou. Vysledny roztok byl sterilné rozdélen do
alikvotnich podili.

4.4.4 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosi¢i

s 5 M NaCl
29,2 g NaCl bylo rozpusténo v 60 ml destilované vody a poté doplnéno na objem 100 ml.
Vysledny roztok byl sterilizovan 15 min pii 121 °C.

s 40% PEG 6000
40 g PEG 6000 bylo za zahtivani rozpusténo v 60 ml sterilni destilované vody a doplnéno
sterilni destilovanou vodou na objem 100 ml.

a 70% Ethanol
Bylo smichano 70 ml 96% ethanolu a 26 ml destilované vody.

s TE pufr (pH=8,0) viz 4.4.3

4.4.5 Komponenty pro PCR

Voda pro PCR —voda pro injekce (Braun, Melsungen, SRN)

10x PCR Blue Buffer (PCR reakéni pufr kompletni, obsahujici MgCly) (Top-Bio, Praha, CR)
PCR dNTP mix (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Taq DNA polymeréaza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

Primery (10 pmol/ul) (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

4.4.6 Komponenty pro real-time gPCR

Voda pro PCR — voda pro injekce (Braun, Melsungen, SRN)
SYTO-9 gPCR 2x M.Mix + Mg** (Top-Bio, Praha, CR)
Primery (10 pmol/ul) (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

4.4.7 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

a1 M NaOH
40 g NaOH bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, doplnéno do 11 a rozplnéno do
alikvotnich podila.

o 5x koncentrovany TBE pufr

Bylo smichano 54 g Tris-baze a 27,5 g HsBOj3 a rozpusténo v 600 ml destilované vody. Dale
bylo ptridano 20 ml 0,5 M EDTA (pH= 8,0), popt. bylo pH upraveno na hodnotu 8,0 pomoci
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1M NaOH. Pied pouzitim byl roztok 10x zfedén (tzn. 0,5x konc. TBE) na vyslednou
koncentraci 45 mM Tris-baze, 45mM H3BOz a 1 mM EDTA.

o Agardzovy gel
1,8%: 0,9 g agardzy bylo rozvareno v 50 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru
0,8%: 0,4 g agar6zy bylo rozvateno v 50 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru

o PCR Yellow load (nanaeci pufr) (Top-Bio, Praha, CR)

o NanaSeci stop pufr (6x koncentrovany)
Byla rozpusténa navazka 250 mg Ficoll 400 a 4 mg bromfenolové modfe v 10 ml destilované
vody. Kroztoku byla pfidana 0,5 M EDTA tak, aby vysledna koncentrace byla 50 mM
EDTA. Vysledny roztok byl sterilné rozdélen do alikvotnich podilu a uchovavan pti 4 °C.

o 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, déleni
jednotlivych fragmentd je zobrazeno na Obr. 8

Obr. 8 100 bp zebiicek — déleni fragmentti

1500bp —— ]

1000 bp —»

800 bp — |

600 bp /////)'

400 bp //////’
7

200 bp

a Ethidium bromid
Byl ptipraven roztok EtBr o koncentraci 500 pg/ml.

27



4.5 Magnetické nosice pro izolaci DNA

Magnetické Castice byly pripraveny Ing. Danielem Hordkem, CSc. z Makromolekularniho
tistavu AV CR v Praze. Vlastnosti pouZitych nosi¢i jsou uvedeny v Tabulce 4

Tabulka 4 Charakteristika pouzitych magnetickych ¢astic [45]

Nazev Castice Mee (%) -COOH (mM/g)  Primér (um) PDI
F-kol 77 0x  P(HEMA-co-GMA) 10,0 0,76 2,2 1,09
F-kol 135 ox P(HEMA-co-GMA) 6,6 2,61 1,2 1,10

Magnetické manganaté Castice Peroskvit (Lag75Sr02sMnO3) pokryté vrstvou silikagelu [46]
byly ptipraveny doc. Ing. Emilem Pollertem, DrSc. z Fyzikéalniho tistavu AV CR v Praze.

4.6 Pristroje a pomicky

Analytické vahy Pioneer PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA)

Centrifuga Z216MK (Hermle Labortechnik, Wehingen, SRN)

Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, Riga, Litva)

Digitalni fotoaparat u Tough-3000 (Olympus, Hamburg, SRN)

Inkubator FTC 901 (Velp, Usmate, Italie)

Magneticky separator DynaMag-2 (Invitrogen, Oslo, Norsko)

Mikrovlnna trouba SMW 2320 (Sencor, CR)

Mini Incubator 230V (Labnet, New Jersey, USA)

NanoPhotometr (Implen, Mnichov, SRN)

PCR box UVC/T-AR (Biosan, Riga, Litva)

Predvazky CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

PTC-100 MiniCycler (MJ Research, Watertown, USA)

Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australie)

Spectrafuge Mini Centrifuge C1301-B (Labnet, New Jersey, USA)
Transiluminator Spectroline TVR-312A/F (Spectronics, Westbury, USA)
Turbidimetr WPA CO 8000 Biowave (Biochrom, Cambridge, Velka Britanie)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300V (Labnet, New Jersey, USA)

BéZné laboratorni sklo a pomicky
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5. METODY

Nasledujici metody jsou zpracovany dle Spanova A., Rittich, B. (2010) [42], pokud neni
uvedeno jinak.

5.1 Kultivace bunék rodu Lactobacillus

o Cista bakterialni kultura narostla v tekutém Zivném médiu byla preokovana do tekutého
MRS média (200 pl/20 ml) a aerobné kultivovana pii teploté 37 °C po dobu 24 h resp. 48 h.
o Po detegovani zietelného naristu bunék (sedimentu, zdkalu) byla provedena kontrola
Cistoty bakteridlni kultury kifizovym roztérem na misky s MRS agarem, které byly
kultivovany pfi teploté 37°C a po 48 h vyhodnoceny a vyfotografovany. Pro ptipadnou

kontrolu byly uchovany v lednici
o Bakterialni kultura narostld v tekutém zivném MRS médiu byla pouZita pro izolaci
bakterialni DNA

5.1.1 Turbidimetrické stanoveni zakalu bunék

Aby byl dostatecny pocet bunck pro izolaci DNA, hodnota Aggo nm by méla byt alespoii 2,00.

o Jako vzorek s nulovou absorbanci (blank) bylo pouzito MRS médium (l), ve kterém byly
jednotlivé bakterialni kmeny kultivovany.

@ Do kyvety bylo napipetovano celkové 2 ml vzorku, pii hodnoté Agoo vyssi jak 2,00 je nutné
vzorek ziedit (mez detekce ptistroje).
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5.2 1zolace bakterialni DNA

Obr. 9 Schéma postupu prace pii izolaci DNA
magnetické Castice

4
~ r v 4
srazeni
f : ethanolem
enolova
sxtrakce
—~=——— » bakterialni buiiky
<< S >
spektrofotometrické gelova elektroforéza
stanoveni

koncentrace a Cistoty

PCR

Obr. 9 ukazuje obecné schéma postupu prace s DNA. Prvnim krokem k ziskani DNA je
lyza bunék, ¢imz docilime uvolnéni cytoplasmy s DNA do roztoku. Dal§imi procesy se
izoluje Cista a intaktni DNA a to bud’ ,klasickou® metodou fenolové extrakce a srazenim
ethanolem, anebo s vyuzitim magnetickych nosi¢i. Takto pfipravenou purifikovanou DNA je
mozné pouzit v nasledujicich bioanalytickych metodach.

5.2.1 Lyze bakterialnich bunék kultivovanych kmenii

1. 1 ml bunééné kultury, ktera narostla v tekutém zivném médiu MRS, byl ptenesen do 1,5 ml
zkumavek Eppendorf a centrifugovan 3 min pii 15 000 ot/min. Nasledné byl supernatant
opatrné slit a sediment nechan dobfe okapat.

2. Vznikly sediment se resuspendoval v 1 ml lyza¢niho roztoku A (nejdfive bylo pfidano
100 pl, promichano a poté zbyvajicich 900 ul a promichdno). Smés byla opét
centrifugovana 3 min pii 15 000 ot/min, byl slit supernatant a sediment nechan okapat.

3.500 pl lyzaéniho roztoku B (lysozym 2 mg/ml) bylo pfiddno k sedimentu, ktery byl
ptipraven v kroku ¢. 2, a byl jim dokonale resuspendovan. Vzorky byly inkubovany 1 hod
pii laboratorni teploté, ob¢as byly promichany

4. K suspenzi bylo nepipetovano 12,5 ul 20% SDS a 5 pl proteinazy K (100 pg/ml), vse bylo
dobie promichano a inkubovano pii 55 °C do druhého dne.
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5. Po inkubaci bylo odebrano 20 pl suspenze pro analyzu na gelové elektroforéze, popi. byly
zkumavky uchovany pfi -20 °C (kviili zamezeni degradace DNA).

6. Ke zbyvajicimu vzorku bylo pfiddno 10 ul RNazy A (100 pg/ml), promichano a
inkubovano pti 37 °C/30 min.

5.2.2 Priprava vzorki probiotickych vyrobki pro izolaci DNA

o Probiotické kapsle byly sterilné odebrany a rozlomeny, popf. tablety byly rozdrceny
V hmoZzditi. Do sterilni zkumavky byly odvazeny 2 g dan¢ho vyrobku.

5.2.3 Lyze bakterialnich bunék probiotickych vyrobkii

1. K ptipravenému vzorku probiotického vyrobku bylo pfidano 6 ml roztoku B (lysozym
10 mg/ml).

2. Smés byla za kontinualniho michani inkubovana pti laboratorni teploté 3 hod.

3. K suspenzi bylo ptidano 50 pl 20% SDS a 5 ul proteinazy K (1 mg/ml) a zkumavky byly
inkubovany pti 55 °C do druhého dne.

4. Takto piipravené hrubé lyzaty bunck z probiotickych tablet bylo mozné pouzit pro
fenolovou extrakci anebo pro separaci DNA pomoci magnetickych castic. Vzorky byly
uchovavany pii -20 °C. (kap. upravena dle [47])

5.2.4 Fenolova extrakce bakterialni DNA

1. K hrubému lyzatu bungk, pfipraveném v kap. 5.2.1 nebo 5.2.2, bylo pfidano 500 ul fenolu
(piedestilovaného, pH= 7,8) a sm¢s byla kyvavym pohybem opatrné¢ promichavana 4 min
(¢as byl méfen). Po uréeném Case byla smés centrifugovana 3 min pti 15 000 ot/min.

2.Do cisté Eppendorfovy zkumavky byla odebrana vodni faze s DNA (nesmélo dojit
k neopatrnému odebrani proteinové mezivrstvy).

3. K vodni fazi bylo pfidano 700 pl CIZ a smés se opét 4 min (Cas byl méfen) kyvavym
pohybem promichavala. Nasledné byly vzorky centrifugovany 3 min pti 15 000 ot/min.

4. Horni vodni faze byla odebrana do ¢isté zkumavky Eppendorf.

Pzn.: S toxickymi tékavymi latkami (fenol, chloroform) bylo manipulovdno za dodrZeni
spravnych pravidel bezpecnosti a ochrany zdravi.

5.2.5 Srazeni DNA ethanolem

1. Ke vzorku DNA (kap. 5.2.3) byla pfidana 1/20 objemu 3 M octanu sodného a promichéno.

2. Byl napipetovan 2,5 nasobek objemu ethanolu a DNA se nechala vysrazet 15 minut pii -
20 °C.

3. Vysrazend DNA byla centrifugovana 15 min pii 15 000 ot/min, dale byl slit supernatant a
sediment byl kratce usuSen v termostatu pii 55 °C.

4. DNA byla rozpusténa ve zvoleném mnozstvi TE pufru.
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5.2.6 l1zolace DNA z hrubych lyzati bunék pomoci magnetickych nosicu

Do sterilnich zkumavek Eppendorf (1,5 ml) byla ptipravena separacni smés (Tabulka 5).
Pro uspésnou izolaci bylo nutné dodrzet potadi jednotlivych komponent.

Tabulka 5 Slozeni separa¢ni smési pro izolaci pomoci magn. nosict

Poradi Komponenta Objem Vysledna

komponent jednotlivych koncentrace
komponent (ul)
1. 5 M NacCl 400 2 M
2. Hruby lyzat bun¢k (kap. 5.2.1, 100 100 pl/ml
5.2.2; popf. purifikovana DNA)
3. 40% PEG 6000 400 16%
4, Magn. ¢astice (2 mg/ml) 100 0,2 mg/ml
Vysledny objem 1000

o Takto pfipravend smes byla inkubovéna 15 min pii laboratorni teploté. Nasledné¢ byly
¢astice s navazanou DNA separovany na magnetickém separatoru pii laboratorni teploté
15 min.

o Zkumavky byly ponechany v magnetickém separatoru a supernatant byl opatrné
odpipetovan

s Vzorky byly odstranény z magnetického separatoru a promyty 70% ethanolem (1 ml),
castice byly odseparovany na magnetickém separatoru 2 min pii laboratorni teploté a
ethanol poté odpipetovan. Postup promyti byl jesté jednou opakovan.

o Eppendorfovy zkumavky byly kratce ususeny v termostatu pii 55 °C, aby byly odstranény
zbytky ethanolu.

o Nasledn¢ byla DNA z magnetickych ¢astic eluovana do zvoleného mnozstvi TE pufru.

5.3 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Kuréeni koncentrace a posouzeni kvality izolované DNA bylo vyuzito UV
spektrofotometrie.

5.3.1 Postup pri spektrofotometrickém stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

Hodnoty absorbance a koncentrace jednotlivych vzorkl izolované DNA byly zméfeny na
ptistroji NanoPhotometr. Z displeje bylo mozné odecist koncentraci (ng/ul) a hodnoty
absorbance (Azsonm, Azeonm, Azgonm, Azzonm, Azeonmizsonm, Azeonmizzonm). Jako slepy vzorek
(blank) slouzil TE puft (TE puft, ve kterém byla dand DNA eluovana).

o [zolovand DNA byla vytemperovéana na laboratorni teplotu a diikladn€ homogenizovéna (z
divodu reprezentativniho vysledku).
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o Pfistroj byl zapnut a vlozena specidlni kyveta (Label Guard) ve sméru prochdzejiciho
svételného paprsku.

o Na ptistroji byl zvolen vhodny program pro méfeni (Label Guard Applications -> Nucleic
Acid -> dsDNA) a byl nastaven parametr méfeni - vicka ,,Lid“ (,,Factor 5-50) dle
predpokladané koncentrace DNA. (Tabulka 6)

@ Nejprve bylo do méticiho prostoru kyvety nepipetovano potiebné mnozstvi slepého vzorku
(TE pufru) a ptilozeno vicko ,,Lid* s odpovidajicim ,,Factor* (5-50) (Tabulka 6), piistroj
nasledné provedl kalibraci.

o Analogickym postupem jako u kalibrace pfistroje byly proméfeny jednotlivé vzorky a
odecteny hodnoty absorbance a koncentrace.

o Zméfeny vzorek byl vzdy z kyvety odpipetovan a vicko s méticim prostorem kyvety byly
otfeny etanolem. Pii zmén¢ parametru vicka ,,Lid* bylo nutné opétovné nastaveni ptistroje
a kalibrace.

Tabulka 6 Parametry spektrofotometru

Vicko Lid Lid Factor Lid Factor
Factor 5 10 50
Délka optické drahy 2 1 0,2
(mm)
Objem vzorku (ul) 6-10 3-5 0,7-4
Méritelny rozsah (ng/pl) 7-350 15-700 150-4000

5.3.2 Interpretace namérenych vysledki

o Hodnota Azzonm << Azsonm, V opacném piipadé je vzorek znecistén stopami fenolu, ten ma
absorp¢ni maximum prave pii vinové délce 230 nm.

o Nukleové kyseliny maji absorpcni maximum pii Azeonm.

@ Maximum absorbance proteint je pii 280 nm.

o Hodnota absorbance pii vinové délce 320 nm by se méla blizit k nule a odecitd se od
hodnot Azsonm & Azgonm, uréuje ,,pozadi vzorku.

o Z hodnoty Azeonm/Azsonm se urcuje Cistota DNA. Pokud je pomér Azsonm/Azsonm < 1,8,
obsahuje vzorek proteiny, pii Azeonm/Azsonm > 2,0 obsahuje vzorek RNA, relativné Cisty
vzorek DNA ma hodnotu poméru A zeonm/Azsonm = 1,8-2,0.

5.4 Agarozova gelova elektroforéza purifikované bakterialni DNA a DNA v
hrubych lyzatech bunék

o Z 0,8% agar6zového gelu, pfipraveného v elektroforetické misce, byl opatrné vyjmut
hiebinek.

o Na prouzku polyethylenu bylo smichdno napi. 20 pl DNA (hrubého lyzatu bun€k) se
4 ul nandseciho stop pufru (6x koncentrovany). Takto pfipravena smes byla nanesena do
komirky gelu.

o Gel byl pfenesen do elektroforetické vanicky a prevrstven 0,5x TBE pufrem.
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o Elektroforéza probihala 1-1,5h pti 70 V (vzdéalenost jednotlivych vzorkl od pocatku lze
kontrolovat podle modrého zbarveni nanaSeciho pufru).

o Po skonceni elektroforézy byl gel obarven v roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml) po dobu
Y-1 hod.

o Vzorky byly vizualizovany na transiluminatoru v UV svétle a dokumentovany digitalnim
fotoaparatem.

5.5 Polymerazova retézova reakce

Reakce byla provadéna v ptistroji PTC-100 MiniCycler. DNA matrice byla nejcastéji
ziedéna na koncentraci 10 ng/pl. Komponenty PCR byly pted pouzitim promichdny a kratce
zcentrifugovany. Michani reakénich smési bylo provadéno v PCR boxu, ktery byl vzdy pred
pouzitim vytfen ethanolem a vyzafen UV svétlem. Smés PCR nebyla michana pro kazdou
zkumavku zvlast, ale byl vytvofen tzv. master mix ze vSech komponent PCR (kromé DNA
matrice), jejichz mnozstvi bylo ndsobeno poctem vzorkl. Nasledné byl tento master mix
rozpipetovan po 24 ul do mikrozkumavek a pfidan 1 pl DNA matrice, popi. vody pro PCR
(negativni kontrola). Jako pozitivni kontrola byla u vSech vzorkl pouzita DNA o koncentraci
10 ng/ul bakteridlniho kmene Lactobacillus gasseri K7, ktera byla ziskana od Ing. Stépanky
Trachtové (VUT v Brng, FCH).

5.5.1 PCR specificka pro doménu Bacteria

Komponenty pro jednu reakéni smés (25 ul), které byly sterilné smichany v piesné
definovaném pofadi, jsou uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 PCR komponenty pro doménu Bacteria

Poradi Komponenta Objem (ul)
1. Voda pro PCR 17,5
2. 10x PCR Blue Buffer 2,5
3. dNTP mix (10 mM) 1,0
4. Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/pl) 1,0
5. Primer F_eub (10 pmol/ul) 1,0
6. Primer R_eub (10 pmol/pul) 1,0
7. DNA matrice 1,0

Parametry specifickych primerit o definované velikosti, které byly pouzity, jsou uvedeny
v Tabulce 8.

Tabulka 8 Specifické primery pro doménu Bacteria [48]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu
PCR (bp)

F_eub 5"TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 3’ 466

R eub 5" GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT 3°
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5.5.2 PCR specificka pro rod Lactobacillus

Komponenty pro jednu reakéni smés (25 pl), které byly sterilné smichany v piesné
definovaném pofadi, jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9 PCR komponenty pro rod Lactobacillus

Poradi Komponenta Objem (ul)
1. Voda pro PCR 19,0
2. 10x PCR Blue Buffer 2,5
3. dNTP mix (10 mM) 0,5
4, Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) 0,5
5. Primer LbLMA 1-rev (10 pmol/pl) 0,5
6. Primer R16-1 (10 pmol/ul) 1,0
7. DNA matrice 1,0

Parametry specifickych primert o definované velikosti, které¢ byly pouzity, jsou uvedeny
v Tabulce 10.

Tabulka 10 Specifické primery pro rod Lactobacillus [49]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu
PCR (bp)

LbLMA 1-rev 5"CTC AAA ACT AAA CAA AGTTTC 3’ 250

R16-1 5"CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 3

5.5.3 Program PCR pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Po promichani a zcentrifugovani PCR smési byly mikrozkumavky vlozeny do termocykleru
a byl zvolen teplotni program uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 11 Teplotni program pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Krok ¢. Teplota/Cas Pocet cykli
1 95°C/30s
2 55°C/30s 30
3 72 °C/30's

Pfi prvnim cyklu byla denaturace DNA (krok ¢. 1) prodlouZena na 5 min a v poslednim
cyklu byla syntéza DNA (krok ¢. 3) prodlouzena na 10 min.
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5.6 Real-time qPCR specificka pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Michani smési pro kvantifikaéni PCR v redlném case probihalo obdobné¢ jako pro
konvenéni PCR (kap. 5.5), stim rozdilem, ze pfidavana testovanda DNA matrice byla
V ptvodnich koncentracich a pro kalibracni kiivku, nutnou pro kvantifikaci, byla DNA o
znamé koncentraci sériové nafedéna v pozadovaném rozmezi koncentraci. Reakce probihaly
V ptistroji Rotor Gene 6000.

Komponenty pro jednu reakéni smés (25 pl), byly sterilné¢ smichany v pfesné definovaném
poradi, uvedeném v Tabulce 12, v chladicim stojanku pro mikrozkumavky. Teplotni
programy jsou totozné s kap. 5.5.3.

Tabulka 12 PCR komponenty pro kvantifikaci DNA pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

doména Bacteria

Poradi Komponenta Objem (ul)
1. Voda pro PCR 9,5
2. SYTO PCR SYBR Master mix 12,5
3. Primer F_eub (10 pmol/ul) 1,0
4. Primer R_eub (10 pmol/ul) 1,0
5. DNA matrice 1,0
rod Lactobacillus
Poradi Komponenta Objem (ul)
1. Voda pro PCR 9,5
2. SYTO PCR SYBR Master mix 12,5
3. Primer LbLMA 1-rev (10 pmol/pl) 1,0
4. Primer R16-1 (10 pmol/ul) 1,0
5. DNA matrice 1,0

5.6.2 Vyhodnoceni real-time qPCR specifické pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Kalibracni kiivka nutnd pro kvantifikaci DNA musi obsahovat minimaln¢ tfi body
sériového fedéni DNA o znamé koncentraci, a aby bylo mozné vysledky povazovat za

statisticky vyznamné, data ziskané z takové kalibra¢ni kiivky musi spliiovat kritéria uvedené
v Tabulce 13.

Tabulka 13 Optimalni parametry kalibra¢ni kiivky [50]

Parametry charakterizujici kal. kiivku Optimalni hodnoty
Korelaéni koeficient - R? >0,985

Sklon kalibraéni kfivky - M -3,9az-3,0
Utinnost (efficiency) 0,8-1,10

Hodnota C; (treshold cycle) se rovna cyklu, kdy dosdhne hodnota fluorescence statisticky
vyznamnou hodnotu nad pozadim. Vyhodnoceni probihalo v programu Rotor-Gene 6000
Series Software 1.7.

36



5.7 Agarézova gelova elektroforéza produkti PCR a real-time gPCR

o

Z 1,8% agar6zového gelu, pripraven¢ho v elektroforetické misce, byl opatrné vyjmut

hiebinek.

o Do mikrozkumavky bylo k PCR produktu (25 ul) ptidano 5 ul Yellow load (vkladaciho
pufru). Takto pfipravend smes byla nanesena do komurky gelu, nejcastéji 5 nebo 20 pl. Do
jedné komurky gelu bylo naneseno 5 pl DNA standardu 100 bp Zebticek.

o Gel byl pfenesen do elektroforetické vanicky a prevrstven 0,5x TBE pufrem.

o Elektroforéza probihala 1,5-2 h pti 70 V (vzdalenost jednotlivych vzorkti od pocatku lze
kontrolovat podle oranzového zbarveni nanaseciho pufru).

o Po skonceni elektroforézy byl gel obarven v roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml) po dobu
Y%-1 hod.

o Vzorky byly vizualizovany na transiluminatoru v UV svétle a dokumentovany digitalnim

fotoaparatem.
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6 VYSLEDKY

6.1 Kultivace bakterialnich kmenu

Pouzité bakterialni kmeny (kap. 4.1) byly kultivovany dle kap. 5.1

6.1.1 Vyhodnoceni kultivace bakterialnich kmenu

Bakterialni kmeny byly kultivovany 24 h resp. 48 h a byl sledovan rast kultur. U
L. salivarius CCDM 216/06 byl nartst detegovan az po 48 h, u ostatnich jiz po 24 hod.
Zakalené MRS médium bylo zaznamenano pouze u L. salivarius CCDM 216/06. Vysledky
vyhodnoceni kultivace jsou v Tabulce 14.

Tabulka 14 Vyhodnoceni kultivace bakterialnich kment

Kmen Délka Teplota Narist v MRS MnozZstvi
kultivace (h) (°C) médiu sedimentu
L. gasseri K7 24 &7 ciry tenka vrstva
supernatant
L. paracasei 24 37 ¢iry supernatan silna vrstva

subsp. paracasei
CCDM 212/06

L. salivarius 48 37 zakal silna vrstva
CCDM 216/06

Vsechny 3 bakterialni kmeny byly kultivovany se zfetelnym nartistem bunék a za vzniku
sedimentu.

6.1.2 Turbidimetrické stanoveni zakalu bunék

Nartist bun¢k byl stanoven pomoci turbidimetru (kap. 5.1.1). Vysledky jsou uvedeny
v Tabulce 15.

Tabulka 15 Turbidimetrické méfeni zdkalu bunék

Kmen Redéni As00nm Asoonm celkova
L. gasseri K7 2X 1,92 3,84
L. paracasei 4x 1,63 6,52

subsp. paracasei
CCDM 212/06

L. salivarius 5X 1,43 7,15
CCDM 216/06

Bakterialni bunky narostly do dostate¢né koncentrace (Asponm= 3,84-7,15).
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6.1.3 Kontrola ¢istoty bakteridlnich kultur

Na Obr. 10-12 jsou kiizové roztéry, které slouzi jako kontrola Cistoty bakterialnich kultur.
Po 48 hodinové kultivaci pfi teplot¢ 37 °C byly Petriho misky vyhodnoceny a
vyfotografovany. U vSech tfi bakterialnich kmenti byly detegovany jednotlivé bilé, lesklé
kolonie bunék kulovitého tvaru, bez znamek kontaminace. Pfi otevieni misek byl také citit

charakteristicka ,,jogurtovo-mlééna* viing.

Obr. 10 L. gasseri K7 Obr. 11 L. paracasei subsp. paracasei

Vsechny 3 zaockované bakteridlni kmeny byly povazovany za €isté a vhodné pro izolaci
DNA.
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6.2 lzolace DNA metodou fenolové extrakce a jeji separace pomoci
magnetickych castic

DNA, ktera byla izolovand metodou fenolové extrakce z 500 pl hrubych lyzatd bunck

jednotlivych bakterialnich kmenut (5.2.1), byla separovana pomoci magnetickych ¢astic F-kol
135 ox.

6.2.1 Izolace DNA metodou fenolové extrakce
Celkova mnozstvi DNA, izolovan¢ =z jednotlivych bakteridlnich kmenti, stanovena
spektrofotometricky, jsou uvedena v Tabulce 16. DNA byla rozpusténa ve 150 ul TE pufru.

Agar6zova gelova elektroforéza DNA je uvedena na Obr. 10.

Tabulka 16 Celkova mnozstvi DNA izolované metodou fenolové extrakce

Bakterialni kmen Cona (ng/pl) Celkové mnozZstvi
DNA (ng)
L. gasseri K7 125 18750
L. paracasei subsp. paracasei 249 37350
CCDM 212/06
L. salivarius CCDM 216/06 128 19200

Obr. 10 Agardozova gelova elektroforéza purifikované DNA izolované metodou fenolové
extrakce

“RNA
Béh Kmen CDNA Mnozstvi Detekce Detekce
(ng/pl) DNA ve DNA RNA
vzorku (ng)
1 L. gasseri K7 125 2500 + +
2 L. paracasei subsp. 249 4980 + +
paracasei
CCDM 212/06
3 L. salivarius 128 2560 + +

CCDM 216/06

Na gel bylo naneseno 20 pl vzorku. + DNA/RNA byla detegovana
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Ze vSech bakteridlnich kmend byla izolovana relativné intaktni DNA (Obr. 10)
Vv koncentracich 125, 128 a 249 ng/pul.

6.2.2 Spektrofotometrické stanovené Cistoty DNA izolované metodou fenolové extrakce
Na ptistroji NanoPhotometr byly zjistény hodnoty absorbance uvedené v Tabulce 17.

Tabulka 17 Hodnoty absorbance DNA izolované metodou fenolové extrakce (viz Tabulka 16)

DNA bakteridlniho kmene Az30nm Az60nm A280nm Asz20nm A260nm/280nm
L. gasseri K7 0,265 0,509 0,282 0,010 1,853
L. paracasei subsp. paracasei 0,553 1,006 0,568 0,010 1,785
CCDM 212/06
L. salivarius CCDM 216/06 0,284 0,551 0,325 0,041 1,796

lid factor 5, objem vzorku 6 pl

DNA byla izolovana relativng Cista, s mirnym znecisténim proteiny.

6.2.3 Separace purifikované DNA pomoci magnetickych ¢astic F-kol 135 ox

Bylo pouzito 100 ul purifikované DNA (kap. 6.2.1) do separacni smési s magn. ¢asticemi
F-kol 135 ox. Celkova mnozstvi DNA, stanovena spektrofotometricky, jsou uvedena
v Tabulce 18. DNA byla rozpusténa v 50 ul TE pufru. Agarézova gelova elektroforéza DNA
je uvedena na Obr. 11

Tabulka 18 Celkova mnozstvi DNA izolované magn. ¢asticemi F-kol 135 ox

DNA bakteridalniho kmene CDNA Celkové mnozstvi DNA
(ng/pl) (ng)
L. gasseri K7 36 1800
L. paracasei subsp. paracasei 51 2550
CCDM 212/06
L. salivarius CCDM 216/06 26 1300
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Obr. 11 Agarézova gelova elektroforéza purifikované DNA izolované magn. ¢asticemi F-
kol 135 ox

DNA —

Béh Kmen CDNA Mnozstvi Detekce Detekce
(ng/pl) DNA ve DNA RNA
vzorku (ng)
1 L.gasseri K7 36 720 + -
2 L. paracasei 51 1020 + -

subsp. paracasei
CCDM 212/06

3 L. salivarius 26 520 + -
CCDM 216/06

Na gel bylo naneseno 20 pl vzorku.
+ DNA byla detegovana, - RNA nebyla detegovana

Ze vSech vzorki purifikované DNA byla separovana DNA (Obr. 11) v koncentracich 36, 51
a 26 ng/pl.
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6.2.4 U&innost separace purifikované DNA magnetickymi ¢asticemi F-kol 135 ox

Aby byl vypocet u€innosti separace magn. ¢asticemi F-kol 135 ox relevantni, musi byt
mnozstvi DNA izolovaného pomoci metody fenolové extrakce (Tabulka 16) pfepoétena na
mnozstvi DNA obsazené ve 100 pl TE pufru (pfidivano do separacni smési pro magn.
Castice), abychom dostali srovnatelné hodnoty k Tabulce 18. Vypoctené hodnoty Gcinnosti
jsou uvedeny v Tabulce 19.

Tabulka 19 U¢innost separace purifikované DNA magn. &asticemi F-kol 135 ox

DNA bakterialniho Mnozstvi Mnozstvi DNA Utinnost
kmene DNA izolované magn. (%)
pridavané do ¢asticemi F-kol 135 ox
separacni (ng)
smési (ng)
L. gasseri K7 12500 1800 14,4
L. paracasei subsp. 24900 2550 10,2
paracasei CCDM 212/06
L. salivarius CCDM 216/06 12800 1300 10,2

Vypoéitana G¢innost separace purifikované DNA magnetickymi ¢asticemi F-kol 135 ox
byla 10, 2 a 14,4 %.
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6.3 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA izolované pomoci magnetickych ¢astic
F-kol 135 ox v PCR

Do smési pro PCR byla pouzita DNA izolovana pomoci magnetickych ¢astic F-kol 135 ox
v kap. 6.2.3.

6.3.1 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA v PCR pro doménu Bacteria

Do smési PCR byl nepipetovan 1 pl DNA o koncentracich uvedenych v tabulce k Obr. 12.
Na gel bylo naneseno 5 ul produktu PCR. Amplifikovano bylo rizné mnozstvi DNA,
vysledek je uveden na Obr. 12.

Obr. 12 Agarézova gelova elektroforéza produkti PCR - doména Bacteria

2.3.4.5.6. 4.8 9 BT DNA matrice  cona  Detekee
(ng/pl)  produktu

A PCR
H el ] i [ e 1  negativni kontrola -
2  pozitivni kontrola 10 +++
3 DNA standard 100 bp
zebricek
4 L. gasseri K7 10 +++
5 L. paracasei subsp. 10 +++
paracasei CCDM
212/06
6 L. salivarius 10 +++
CCDM 216/06
7 L. gasseri K7 36 +++
8 L. paracasei subsp. 51 +++
paracasei CCDM
212/06
~ 466 bp 9 L. salivarius 26 +4++

CCDM 216/06

+++ detegovan silny produkt PCR

U vsech vzorku byl detegovan amplikon o specifické velikosti asi 466 bp.
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6.3.2 Ovéreni citlivosti PCR pro doménu Bacteria

Do smési PCR byl nepipetovan 1 ul DNA o koncentracich uvedenych v tabulce k Obr. 13
(10 ng-1 fg). Na gel bylo naneseno 5 ul produktu PCR, vysledek amplifikace je uveden na
Obr. 13.

Obr. 13 Agar6zova gelova elektroforéza produkti PCR - citlivost pro doménu Bacteria

2.3.4.5.6. 7a8: 9210 11 Béh DNA matrice Cona  Detekce
produktu
PCR
1 negativni kontrola -
2  pozitivni kontrola 10 +++
ng/pl
3 DNA standard 100 bp
zebrticek
4 L. paracasei subsp. 10 +++
paracasei CCDM  ng/ul
212/06
5 L. paracasei subsp. 1 +++
paracasei CCDM  ng/ul
212/06
6 L. paracasei subsp. 100 ++
paracasei CCDM  pg/ul
212/06
7 L. paracasei subsp. 10 +
paracasei CCDM  pg/ul
~ 466 bp 212/06
8 L. paracasei subsp. 1 +
paracasei CCDM  pg/ul
212/06
9 L. paracasei subsp. 100 +
paracasei CCDM  fg/ul
212/06

10 L. paracasei subsp. 10 -
paracasei CCDM  fg/ul

212/06

11 L. paracasei subsp. 1 -
paracasei CCDM  fg/ul
212/06

Detekce produktti PCR: +++ siln€ ++dobfte +slabé

Mnozstvi DNA, které se amplifikovalo v PCR za vzniku amplikonu specifického pro
doménu Bacteria a detegovatelného na gelu je 100 fg.
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6.3.3 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA v PCR pro rod Lactobacillus

Do smési PCR byl nepipetovan 1 ul DNA o koncentracich uvedenych v tabulce k Obr. 14
Na gel bylo naneseno 20 ul produktu PCR. Amplifikovano bylo rtizné mnozstvi DNA,

vysledek je uveden na Obr. 14.

Obr. 14 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA v PCR pro rod Lactobacillus

CCDM 216/06

Béh DNA matrice Cona  Detekce
(ng/pl)  produktu
PCR
1  pozitivni kontrola 10 +++
2  negativni kontrola -
3  DNA standard 100 bp
Zebiicek
4 L. gasseri K7 10 +++
5 L. paracasei subsp. 10 +++
paracasei CCDM
212/06
6 L.salivarius 10 +++
CCDM 216/06
7 L. gasseri K7 36 +++
8 L. paracasei subsp. 51 +++
paracasei CCDM
212/06
— ~ 250 bp 9 L. salivarius 26 +++

+++ detegovan silny produkt PCR

U vSech DNA byl detegovan amplikon o specifické velikosti asi 250 bp.
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6.3.4 Ovéreni citlivosti PCR pro rod Lactobacillus

Do smési PCR byl nepipetovan 1 ul DNA o koncentracich uvedenych v tabulce k Obr. 15
(10 ng-1 fg). Na gel bylo naneseno 20 pul produktu PCR, vysledek amplifikace je uveden na

Obr. 15.

Obr. 15 Agar6zova gelova elektroforéza produkti PCR - citlivost pro rod Lactobacillus

~ 250 bp

3,4, SufiedaBe 9,10, 11

CCDM 212/06

Béh DNA matrice CDNA Detekce
produktu
PCR
1  pozitivni kontrola 10 +++
ng/pl
2 negativni -
kontrola
3 DNA standard 100 bp
zebrticek
4 L. paracasei 10 +++
subsp. paracasei ng/ul
CCDM 212/06
5 L. paracasei 1 +++
subsp. paracasei ng/ul
CCDM 212/06
6 L. paracasei 100 ++
subsp. paracasei pg/ul
CCDM 212/06
7 L. paracasei 10 +
subsp. paracasei pg/ul
CCDM 212/06
8 L. paracasei 1 -
subsp. paracasei pg/ul
CCDM 212/06
9 L. paracasei 100 -
subsp. paracasei fg/ul
CCDM 212/06
10 L. paracasei 10 -
subsp. paracasei fg/ul
CCDM 212/06
11 L. paracasei 1 -
subsp. paracasei fg/ul

Detekce produktit PCR: +++ siln¢ ++dobie +slabé +/-velmi slabé

Mnozstvi DNA, které se amplifikovalo v PCR za vzniku amplikonu specifického pro rod

Lactobacillus, bylo 10 pg.
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6.4 Srovnani ucinnosti izolace DNA z hrubého lyzatu bunék CcCisté
bakterialni kultury metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych
castic

DNA byla izolovand metodou fenolové extrakce ze 100 pl hrubého lyzatu bunck
(dopInénych na objem 500 pl TE pufrem) bakterialniho kmene Lactobacillus gasseri K7.

Stejné mnozstvi hrubého lyzatu bunék stejného bakterialniho kmene (100 pl) bylo pouzito do
separac¢nich smési magnetickych ¢astic (kap. 5.2.6) F-kol 135 ox, F-kol 77 ox a Perovskit.

6.4.1 Srovnani mnoZstvi izolované DNA jednotlivymi metodami

Celkova mnoZstvi DNA, izolovana jednotlivymi metodami, stanovend spektrofotometricky,
jsou uvedena v Tabulce 20. DNA byla eluovana do 50 pl TE pufru.

Tabulka 20 Celkova mnozstvi DNA izolované riznymi metodami

Metoda izolace Cona (ng/pl) Celkové mnoZstvi
DNA (ng)
fenolova extrakce 200 10000
F-kol 135 ox 18 900
F-kol 77 ox 34 1700
Perovskit 25 1250

Na Obr. 16 je zobrazen vysledek agar6zové gelové elektroforézy DNA v hrubém lyzatu
bunék a DNA izolované metodou fenolové extrakce a jednotlivymi druhy magnetickych
Castic. MnoZstvi vzorku, nanesena na gel, jsou uvedena v tabulce k obrazku.

Obr. 16 Agar6zova gelova elektroforéza purifikované DNA a DNA v hrubém lyzatu bunék

DNA —»
<+— DNA

<+— RNA
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Tabulka k Obr. 16

Béh DNA CDNA Mnozstvi Mnozstvi Detekce Detekce
(ng/uml)  vzorku na DNA na DNA RNA
gelu (ul) gelu (ng)
1 hruby lyzat 20 + -
bunék
2 fenolova 200 15 3000 + +
extrakce
3 F-kol 135 ox 18 20 360 S -
4 F-kol 77 ox 34 20 680 -
5 Perovskit 25 20 500 A -
+ DNA/RNA byla detegovana
- RNA nebyla detegovana

Fenolovou extrakei i riznymi magn. ¢asticemi byla izolovana relativné intaktni DNA (Obr.
16) v mnozstvi 900 - 10000 ng (Tabulka 20).

6.4.2 Srovnani spektrofotometrického stanoveni Cistoty DNA izolované jednotlivymi
metodami

Na piistroji NanoPhotometr byly zjistény hodnoty absorbance uvedené v Tabulce 21.

Tabulka 21 Hodnoty absorbance DNA izolované riznymi metodami (viz Tabulka 20)

Metoda izolace A230nm A260nm A2g0nm Asz20nm A260nm/280nm
fenolova extrakce 0,275 0,798 0,338 0,000 2,361
F-kol 135 ox 0,053 0,110 0,079 0,037 1,708
F-kol 77 ox 0,244 0,219 0,168 0,086 1,603
Perovskit 0,217 0,157 0,109 0,057 1,923

lid factor 5, objem vzorku 6 pl

Izolovana DNA byla relativné intaktni, mirn¢ zneciSténd RNA (fenolova extrakce) a
proteiny (F-kol 135 ox, F-kol 77 ox).

6.4.3 Srovnani ucinnost izolace DNA riznymi magnetickymi ¢asticemi

Vypocitand ac¢innost, jednotlivych magnetickych castic, je vztazena na mnozstvi DNA
izolované metodou fenolové extrakce, které bylo 10000 ng, a je uvedena v Tabulce 22.
Tabulka 22 U¢innost izolace DNA magn. asticemi

Magn. ¢astice Mnozstvi DNA Ucinnost (%)
(ng)
F-kol 135 ox 900 9,0
F-kol 77 ox 1700 17,0
Perovskit 1250 12,5

Vypocitand G€innost separace riznymi DNA magn. ¢asticemi byla 9,0 — 17,0 %.
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6.5 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA izolované metodou fenolové extrakce
a riznymi druhy magnetickych ¢astic v PCR

Do smési PCR byla pouzita DNA izolovana pomoci metody fenolové extrakce a magn.
¢asticemi F-kol 135 ox, F-kol 77 ox a Perovskit v kap. 6.4. DNA byla ziedéna na koncentraci
10 ng/pl.

6.5.1 Ovéieni amplifikovatelnosti DNA v PCR pro doménu Bacteria

Do smési PCR byl nepipetovan 1 pl ztedéné DNA. Na gel bylo naneseno 5 pl produkti
PCR. Vysledek amplifikace je zobrazen na Obr. 17.

Obr. 17 Agar6zova gelova elektroforéza amplifikace DNA pro doménu Bacteria

1 2345 6 7 Béh Vzorek Detekce
PCR
produktu

1 pozitivni kontrola +++
2 DNA standard 100 bp
zebricek
3 fenolova extrakce AFAFr
~ 466 bp 4  F-kol 135 ox .
5 F-kol 77 ox qeRar
6 Peroskvit +++
7 negativni kontrola -

+++ detegovan silny produkt PCR
- produkt PCR nebyl detegovan

U vSech DNA byl detegovan amplikon o specifické velikosti asi 466 bp.
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6.5.2 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA v PCR pro rod Lactobacillus

Do smési PCR byl nepipetovan 1 pl zfedéné DNA. Na gel bylo naneseno 20 pl produkti
PCR a vysledek amplifikované DNA je na Obr. 18.

Obr. 18 Agardzova gelova elektroforéza amplifikace DNA pro rod Lactobacillus

Béh Vzorek Detekce
PCR
produktu

1 negativni kontrola +++

2 pozitivni kontrola -

3 DNA standard 100 bp

zebricek

4 Fenolova extrakce +++

5 F-kol 135 ox +++

6 F-kol 77 ox +++

7 Peroskvit +++

++ detegovan silny PCR produkt
produkt PCR nebyl detegovan

U v8ech DNA byl detegovan amplikon o specifické velikosti asi 250 bp.
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6.6 1zolace DNA z probiotickych vyrobku

Z vyrobkt Apo-Lactobacillus 10+, Biopron 9, GS Lactobacily FORTE s prebiotikami,
Pangamin BIFIplus (pivovarské kvasnice) a Probian byla izolovana bakterialni DNA metodou
fenolové extrakce a tfemi druhy magnetickych ¢astic - F-kol 135 ox, F-kol 77 ox a Perovskit.

6.6.1 Lyze bakterialnich bunék v probiotickych vyrobcich

Dle postupu v kap. 5.2.3 byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék. Ovéteni uvolnéni obsahu
bunék (cytoplasmy s DNA) do roztoku bylo provedeno agar6zovou gelovou elektroforézou
hr. lyzati bunék z vyrobku, vysledek je zobrazen na Obr. 19. Na gel bylo naneseno 20 ul
hrubého lyzatu bunék.

Obr. 19 Lyze buné¢k v probiotickych vyrobcich (agar6zova gelova elektroforéza)

Béh Vyrobek DNA
DNA detekce

1 Apo-Lactobacillus +

2 Biopron +

3 GS Lactobacily +

4 Pangamin +

5 Probian +

NA byla detegovana

DNA byla detegovana, pravdépodobné z divodu velmi vysoké koncentrace DNA a
,balastnich* 1atek, zlstala v komtrkach gelu.
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6.6.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Na pristroji NanoPhotometr byly zjiStény hodnoty absorbance a koncentrace izolované
DNA, které jsou uvedené v Tabulce 23. DNA byla eluovana do 50 pl TE pufru.

Tabulka 23 Hodnoty koncentrace a absorbance izolované DNA z probiotickych vyrobk

Vyrobek Metoda CbNA A230nm Az60nm Asgonm Az20nm As60nm/280nm
izolace (ng/pl)
DNA
fenolova 1018 0,350 0,496 0,279 0,039 1,696
extrakce
Apo- F-kol 135 13 0,073 0,077 0,060 0,025 1,486
Lactobacillus 0X
F-kol 77 ox 9 -0,014 0,046 0,037 0,012 1,360
Perovskit 22 0,192 0,152 0,124 0,064 1,467
fenolova 1075 1,176 0,515 0,431 0,085 1,243
extrakce
. F-kol 135 55 0,069 0,355 0,513 0,134 0,583
Biopron ox
F-kol 77 ox 78 0,549 0,643 0,652 0,332 0,972
Perovskit 89 0,554 0,658 0,564 0,302 1,359
fenolova 375 0,172 0,175 0,135 0,025 1,296
extrakce
GS F-kol 135 4 -0,039 0,018 0,013 0,001 1,417
Lactobacily 0X
F-kol 77 ox 6 -0,049 0,030 0,025 0,006 1,263
Perovskit 9 0,052 0,059 0,043 0,023 1,800
fenolova 2475 0,966 1,200 0,783 0,210 1,728
extrakce
. F-kol 135 2 0,018 0,006 0,010 -0,003 0,092
Pangamin ox
F-kol 77 ox 11 0,024 0,058 0,046 0,013 1,364
Perovskit 22 0,483 0,106 0,120 0,019 0,861
fenolova 1520 0,720 0,851 0,653 0,243 1,483
extrakce
. F-kol 135 33 0,243 0,217 0,167 0,084 1,602
Probian ox
F-kol 77 ox 7 0,023 0,040 0,031 0,012 1,474
Perovskit 31 0,288 0,217 0,175 0,094 1,519

Z probiotickych vyrobki byla izolovana DNA o riznych koncentracich a Cistoté.



6.7 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA izolované z probiotickych vyrobki
v PCR

Do smési PCR byla pouzita DNA izolovana z probiotickych vyrobka v kap. 6.6

6.7.1 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA z probiotickych vyrobki v PCR pro doménu
Bacteria

Do smési PCR byl nepipetovan 1 ul DNA o koncentracich uvedenych v Tabulce 23. Na gel
bylo naneseno 5 ul produktu PCR. Vysledek amplifikace izolované DNA je na Obr. 20.

Obr. 20 Agardzova gelova elektroforéza DNA (z probiotickych vyrobkid) amplifikace pro
doménu Bacteria

2 iindeiFiaD. 8 il B8l 0.0 101D

~ 466 bp

13.14.15.16.17.18.19.20.21.22.23.24

~ 466 bp
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Tabulka k Obr. 20

Béh DNA matrice  Metoda izolace Mnozstvi Detekce
DNA DNA produktu PCR
v PCR
smési (ng)

1 Negativni -
kontrola

2 Pozitivni 10 +++
kontrola

3 DNA 100 bp
standard zebricek

4 F-kol 135 ox 13 +++

5 Apo- F-kol 77 ox 9 +++

6 Lactobacillus  Perovskit 22 +++

7 Biopron F-kol 135 ox 55 +++

8 F-kol 77 ox 78 +++

9 Perovskit 89 qerar

10 GS F-kol 135 ox 4 +++

11 Lactobacily  F-kol 77 ox 6 +++

12 Perovskit 9 +++

13 Pangamin  F-kol 135 ox 2 +++

14 F-kol 77 ox 11 +++

15 Perovskit 22 qrar

16 Probian F-kol 135 ox 33 +

17 F-kol 77 ox 7 +

18 Perovskit 31 ++

19 Apo- fenolova extrakce 10 ++

Lactobacillus
20 Biopron fenolova extrakce 10 +
21 GS fenolova extrakce 10 +++
Lactobacily

22 Pangamin  fenolova extrakce 10 +

23 Probian fenolova extrakce 10 ++

24 DNA fenolova extrakce 100 bp
standard zebricek

Detekce produktiit PCR: +++ siln¢ ++dobie +slabé +/-velmi slabé
- produkt PCR nebyl detegovan

U vSech DNA byl detegovan specificky amplikon o velikosti asi 466 bp o riizné intenzité.
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6.7.2 Ovéreni amplifikovatelnosti DNA z probiotickych vyrobki v PCR pro rod
Lactobacilus

Do smési PCR byl nepipetovan 1 ul DNA o koncentracich uvedenych v Tabulce 23. Na gel
bylo naneseno 20 ul produktu PCR. Vysledek PCR je zobrazen na Obr. 21

Obr. 21 Agardzova gelova elektroforéza DNA (z probiotickych vyrobkit) amplifikace pro rod
Lactobacillus

2:3 4 536 7.8 1910 1142

~250bp —

13 14 15 16 1718 19 2021 22 2324

~ 250 bp
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Tabulka k Obr. 21

Béh DNA matrice  Metodaizolace  MnozZstvi Detekce
DNA DNA produktu PCR
v PCR
smési (nQg)
1 Negativni -
kontrola
2 Pozitivni 10 +++
kontrola
3 DNA 100 bp
standard zebricek
4 F-kol 135 ox 13 +++
5 Apo- F-kol 77 ox 9 ++
6 Lactobacillus  Perovskit 22 +++
7 Biopron F-kol 135 ox 55 +/-
8 F-kol 77 ox 78 +++
9 Perovskit 89 15
10 GS F-kol 135 ox 4 +++
11 Lactobacily  F-kol 77 ox 6 +++
12 Perovskit 9 +++
13 Pangamin  F-kol 135 ox 2 ++
14 F-kol 77 ox 11 ++
15 Perovskit 22 qrar
16 Probian F-kol 135 ox 33 ++
17 F-kol 77 ox 7 ++
18 Perovskit 31 ++
19 Apo- fenolova extrakce 10 +++
Lactobacillus
20 Biopron fenolova extrakce 10 +
21 GS fenolova extrakce 10 +++
Lactobacily
22 Pangamin  fenolova extrakce 10 ++
23 Probian fenolova extrakce 10 +++
24 DNA fenolova extrakce 100 bp
standard zebricek

Detekce produktit PCR: +++ siln¢ ++dobie +slabé +/-velmi slabé
- produkt PCR nebyl detegovan

U vSech DNA byl detegovan specificky amplikon o velikosti asi 250 bp o riizné intenzité.
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6.8 Kvantifikace DNA z probiotickych vyrobki v real-time gPCR pro
doménu Bacteria

DNA, ktera byla izolovana z probiotickych vyrobkl vkap. 6.6, byla pouzita pro
kvantitativni PCR v realném case specifickou pro doménu Bacteria.

6.8.1 Kalibracni kiivka real-time qPCR (doména Bacteria)

Pro stanoveni mnozstvi amplifikované DNA byla sestrojena kalibra¢ni kiivka s DNA o
znamé koncentraci a s charakteristickymi parametry (kap. 5.6.2). Do smési pro gPCR bylo
pouzito mnozstvi 10 ng-1 pg DNA. Amplifika¢ni kiivky kalibraénich boda jsou zobrazeny na
Obr. 22. Analyza ktivek tani je uvedena na Obr. 23 a vysledna vypoctena kalibra¢ni kiivka na

Obr. 24 s kone¢nymi parametry v Tabulce 24.

Obr. 22 Semi-log amplifika¢ni kiivky DNA pro kalibra¢ni kiivku (doména Bacteria)

10%° e =
10-05
E‘ 9 0-|.0
2 Threshold
E 1077 R /
= |
10728 II|
|
=25 |
10 !
II
10’3'0 T 1 T JI T | | I
5 10 15 20 25 30 35
Cycle
Barva kfivky ~ Mnozstvi DNA ve Hodnota C;
smési pro qPCR
L] 10 ng 12,12
L] 1ng 16,32
B 100 pg 20,02
B 10 pg 23,85
1pg 26,01

Vsechny DNA o rizné koncentraci, pouzité pro kalibracni kiivku, se amplifikovaly

S riznymi hodnotami C; (12,12-26,01).
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Obr. 23 Ktivky tani amplikonti kalibra¢ni kiivky pro doménu Bacteria

30
25 ﬂ@l

20 - |

dF idT

15 -

L

55 60 63 70 75 g0 85 90 95 100

deq.
Barva krivky MnozZstvi DNA Hodnota C; Pik (Tr)
ve smési pro
gPCR
] 10 ng 12,12 89,2
B 1ng 16,32 89,2
B 100 pg 20,02 89,2
B 10 pg 23,85 89,2
1 pg 26,01 89,2

U vSech produktit gPCR pro kalibracni kiivku byl detegovan pik o specifické T ptiblizné
89,2 °C.

Obr. 24 Kalibraéni kiivka pro kvantifikaci DNA pro doménu Bacteria
B e s
24 : ' : :
22
L 204
© 18
16 4
14 4
124

Concentration

Tabulka 24 Parametry kalibra¢ni kiivky pro doménu Bacteria

Uc&innost reakce 0,91977

(efficiency)
M -3,53045
R? 0,98934

Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka s pozadovanymi parametry (Tabulka 24).
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6.8.2 Amplifikace DNA z probiotickych vyrobki v real-time gPCR (doména Bacteria)

Do smési qPCR byl pouzit 1 ul DNA izolované z probiotickych vyrobki. Kvantifikovana
koncentrace ptidané DNA je uveden v tabulce k Obr. 25, ktery zobrazuje semi-log
amplifika¢ni kiivky DNA jednotlivych vyrobkli. Na Obr. 26 jsou zobrazeny kiivky tani
jednotlivych amplikonti.

Obr. 25 Semi-log amplifika¢ni kiivky DNA z probiotickych vyrobkt pro doménu Bacteria

Threshold|

Norm. Fluoro.

Cycle
Vyrobek Magn. Ct Vysledna koncentrace
castice DNA ve smési qPCR

(ng/pl)

B Apo-Lactobacillus 18,15 0,011
B Biopron 24,60 0,000
B GS Lactobacily Fkol135 4440 0,121
Pangamin ox 19,90 0,003
Probian 21,06 0,002

B Apo-Lactobacillus 20,18 0,003
B Biopron 23,96 0,000
B GS Lactobacily F-kol 770x 15,15 0,076
Pangamin 20,67 0,002
Probian 23,52 0,000

B Apo-Lactobacillus 17,96 0,012
B Biopron 21,21 0,001
B GS Lactobacily Perovskit 17,79 0,014
Pangamin 18,82 0,007
Probian 21,67 0,001

B N 26,38 0,000
B K 12,11 0,553

Vsechny DNA byly amplifikovany s riiznymi hodnotami C; (tabulka k Obr. 25).
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Obr. 26 Krivky tani amplikontt PCR pro doménu Bacteria

30 -

25 -

20

dF idT

15 -

10

100

Vyrobek Magn. Eastice Pik (Tom)
|| Apo Lactobacillus 89,2
B Biopron 89,2
B GS Lactobacily F-kol 135 ox 89,2
Pangamin 89,2
Probian 89,2
B Apo Lactobacillus 89,2
B Biopron 89,2
B GS Lactobacily F-kol 77 ox 89,2
Pangamin 89,2
Probian 89,2
B Apo Lactobacillus 89,2
B Biopron 89,2
| GS Lactobacily Perovskit 89,2
Pangamin 89,2
Probian 89,2
B NK
B PK 89,2

Vsechny amplikony mély specifickou Tr, ptiblizné 89,2 °C.
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6.8.3 Agarézova gelova elektroforéza produkti real-time qPCR pro doménu Bacteria

Byla provedena detekce real-time qPCR produkti domény Bacteria na agar6zovém gelu,
vysledek je zobrazen na Obr. 27. Na gel bylo naneseno 5 pl produktu gPCR.

Obr. 27 Agar6zova gelova elektroforéza real-time qPCR produktii — doména Bacteria
123 4 56 7 8 91011121314151617 18 19 2021 22 2324

<+—— dimery primeri

Béh DNA matrice Magn. Castice Detekce produktu qPCR

1 Negativni kontrola -

2 Pozitivni kontrola +++

3 DNA standard 100 bp Zebiicek
4 10 ng +++

5 1ng +++

6 100 pg +++

7 10 pg +++

8 1 pg +++

9 Apo-Lactobacillus +++

10 Biopron +++

11 GS Lactobacily F-kol 135 ox +++

12 Pangamin +++

13 Probian +++

14 Apo-Lactobacillus +++

15 Biopron +++

16 GS Lactobacily F-kol 77 ox +++

17 Pangamin o+

18 Probian +++

19 Apo-Lactobacillus Perovskit o+

20 DNA standard 100 bp zebricek
21 Biopron A e

22 GS Lactobacily Perovskit +++

23 Pangamin +++

14 Probian +++

+++ byl detegovan silny produkt PCR
- produkt PCR nebyl detegovan

U vsech DNA byly detegovany amplikony o specifické velikosti asi 466 bp.
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6.9 Kvantifikace DNA z probiotickych vyrobki v real-time qPCR pro rod

Lactobacillus
DNA, izolovana z probiotickych vyrobkt, byla pouzita pro kvantifikaci v kvantitativni PCR

Vv realném case.
6.9.1 Kalibracni kiivka pro real-time qPCR (rod Lactobacillus)

Do smési PCR pro kalibracni kiivku bylo pouzito mnozstvi DNA 62 ng-62 pg.
Amplifikacni kiivky pouzité DNA jsou na Obr. 28. Kfivky tani jsou uvedeny na Obr. 29 a
vysledna kalibraéni kiivka, ktera byla pouzita pro kvantifikaci DNA rodu Lactobacillus je

zobrazena na Obr. 30 se svymi parametry v Tabulce 25.

Obr. 28 Semi-log amplifika¢ni kiivky DNA pro kalibra¢ni kiivku (rod Lactobacillus)

10°° ——
1095 .
g 107
8 Threshold
el T
E ki
1070} \ ||'{
b |
/
107 "
/
| ll
1 0-3'0 | JIIJ T ‘I 1 T i I
5 10 15 20 25 30
Cycle
Barva k¥ivky Mnoizstvi DNA Hodnota C;
ve smési pro
gPCR
] 62 ng 8,28
L] 6,2 ng 12,00
B 620 pg 15,73
17,74

| 62 pg

Vsechny DNA o rizné koncentraci, pouzité pro kalibraéni kiivku, se amplifikovaly

S riiznymi hodnotami C; (8,28-17,74).
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Obr. 29 Krivky tani amplikonti kalibra¢ni ki'ivky pro rod Lactobacillus

35-
30 4 i
25 - 87,7
20 - A
g 70
5 15 4
10 -
51 ]
ial
0 ‘ - . : ‘ - = Ifl =
55 60 65 70 75 80 85 a0 95 100
deq.
Barva MnozZstvi DNA Pik (Trm)
kiivky ve smési pro
gPCR
B 62 ng 87,7
[ ] 6,2 ng 87,7
B 620 pg 87,7
[ ] 62 pg 87,7, 77,0

U vSech produktit gPCR pro kalibracni kiivku byl detegovan pik o specifické T ptiblizné
87,7 °C a u 62 pg DNA i nespecificky pik o Tr, ptiblizn¢ 77,0 °C.

Obr. 30 Kalibraé¢ni kiivka pro kvantifikaci DNA pro rod Lactobacillus
18 @

- R

14 4-----mmmmaay S T At
5 : .

124------meemiy B RRGRCEEEEELEEEEREE - - oo
104----mmmeees B SRSRGECEEELETEES - eme e meeemee T :

g

Concentration

Tabulka 25 Parametry kalibra¢ni kiivky pro rod Lactobacillus

Utinnost reakce 1,04745
(efficiency)
M -3,21324
R’ 0,9852

Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka s vhodnymi parametry (Tabulka 25).
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6.9.2 Amplifikace DNA z probiotickych vyrobki v real-time gPCR (rod Lactobacillus)

Do smési qPCR byl pouzit 1 ul DNA izolované z probiotickych vyrobka, kvantifikovana
koncentrace pridané DNA je uvedena Vtabulce k Obr. 31, ktery zobrazuje semi-log
amplifika¢ni kiivky DNA rodu Lactobacillus jednotlivych vyrobki. Na Obr. 32 jsou
zobrazeny ktivky tani jednotlivych specifickych amplikont.

Obr. 31 Semi-log amplifika¢ni kiivky DNA z probiotickych vyrobku pro rod Lactobacillus

100)34

10-0.5

Threshold|

Norm. Fluoro.
D‘

Vyrobek Magn. Ct Vysledna koncentrace

castice DNA ve smési qPCR
(ng/pl)
B NK 20,34 0,0006*
B rK 11,76 0,2613
B Apo-Lactobacillus 17,35 0,0047
I Biopron 22,28 0,0001*
B GS Lactobacily F‘E‘)’(‘ 135 4413 0,0478
Pangamin 18,63 0,0019*
Probian 19,94 0,0007*
B Apo-Lactobacillus 19,04 0,0014*
B Biopron 20,20 0,0006*
B GS Lactobacily F'(‘)‘)‘()' 7 1507 0,0243
Pangamin 18,76 0,0017*
Probian 20,90 0,0004*
B Apo-Lactobacillus 17,62 0,0039
B Biopron 20,24 0,0006*
B GS Lactobacily Perovskit 17,63 0,0039
Pangamin 18,15 0,0027
Probian 20,67 0,0004*

* hodnoty mimo posledni bod kalibra¢ni kiivky

Vsechny DNA byly amplifikovany s riiznymi hodnotami C; (tabulka k Obr. 31).
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Obr. 31 Ktivky tani amplikontt qPCR pro rod Lactobacillus
35
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55 60 63 70

Vyrobek Magn. ¢astice Pik (T)
B K 77,0
B 87,7
B Apo-Lactobacillus 87,7
B Biopron 87,7
B GS Lactobacily F-kol 135 ox 87,7
Pangamin 87,7
Probian 87,7
B Apo-Lactobacillus 87,7
B Biopron 87,7
B GS Lactobacily F-kol 77 ox 87,7
Pangamin 87,7
Probian 87,7
B Apo-Lactobacillus 87,7
B Biopron 87,7
B GS Lactobacily Perovskit 87,7
Pangamin 87,7

Probian 77,0; 87,7

Vsechny amplikony mély specifickou Tn= 87,7 °C, u negativni kontroly a DNA z vyrobku
Probian (F-kol 77 ox) byl detegovan nespecificky pik s hodnotou T,= 77,0 °C.
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6.9.3 Agarézova gelova elektroforéza produkti real-time qPCR pro rod Lactobacillus

Byla provedena detekce produktt real-time gPCR rodu Lactobacillus na agar6zovém gelu,
vysledek je zobrazen na Obr. 32. Na gel bylo naneseno 5 pl produktu gPCR.

Obr. 32 Agardzova gelova elektroforéza real-time qPCR produktii — rod Lactobacillus
23 45 6 7891011121314151617 18 19 2021 22 23

nespecifické produkty
<_

4_
dimery primeri

Béh DNA matrice Magn. ¢astice Detekce produktu gPCR

1 Negativni kontrola -

2 Pozitivni kontrola +++

3 DNA standard 100 bp Zebiicek
4 10 ng +++

5 1ng +++

6 100 pg ++

7 10 pg +/-

8 DNA standard 100 bp Zebiicek
9 Apo-Lactobacillus ++

10 Biopron ++

11 GS Lactobacily F-kol 135 ox +++

12 Pangamin +

13 Probian +

14 Apo-Lactobacillus ++

15 Biopron ++

16 GS Lactobacily F-kol 77 ox +++

17 Pangamin +

18 Probian +

19 Apo-Lactobacillus +++

20 Biopron ++

21 GS Lactobacily Perovskit ++

22 Pangamin ++

23 Probian +

Detekce produktit PCR: +++ silné ++dobie +slabé +/-velmi slabé
- PCR produkt nebyl detegovan

U vSech DNA byly detegovany specfické amplikony o rizné intenzité. Jsou vidét i
nespecifické amplikony a dimery primerd.
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7. Diskuze
7.1 Kultivace bunék

Zastupci rodu Lactobacillus vyzaduji pro sviij rist média bohatd na Ziviny [2]. Rust
sbirkovych kment rodu Lactobacillus probihal v tekutém MRS médiu. Kontrola cistoty
bakterialnich kment byla provedena kiizovymi roztéry na Petriho misky s MRS agarem. Byl
detegovan nartst v tekutém médiu za vytvofeni zdkalu a sedimentu. Na MRS agaru vyrostly
jednotlivé kolonie bun€k vybranych sbirkovych kmend, charakteristické pro rod Lactobacillus
- bilé, kulovité s charakteristickym zapachem po mlé¢né kyseling.

Zvolené¢ médium neni selektivni a mohlo dojit k nartistu morfologicky podobnych baktérii
mlécného kvaseni, jako jsou napt. Bifidiobacterium [51].

Pfiblizny pocet bunék byl stanoven turbidimetricky. Turbidimetrie je metoda zalozena na
detekci zafeni v ose paprsku, proslého vzorkem, které je ochuzené o rozptylenou slozku
zafeni. Toto stanoveni je vhodné pro koncentrované vzorky. Vysledek méfeni zna¢né zalezi
na podminkach stanoveni. Hlavni vliv na stanovené hodnoty ma velikost a tvar obsazenych
¢astic. Dulezity je i faktor ¢asu, homogennost a michani vzorku. Pro urceni poctu Castic je
nutné vytvorit kalibra¢ni kiivku [52]. Bylo zjisténo, ze hodnota Agoonm= 5,7 odpovida
asi 2,1 x 10° cfu/ml (Fricova VUT v Brn¢, FCH, ustni sd¢leni). Zmétené hodnoty absorbance
Asoonm= 3,84-7,15 by odpovidaly p¥iblizng 1,41-2,63 x 10° cfu/ml.

7.2 Separace DNA, izolované metodou fenolové extrakce, magnetickymi
¢asticemi F-kol 135 ox

DNA byla izolovana z kultivovanych bakterialnich kmenti metodou fenol-chloroformové
extrakce s naslednym srazenim DNA ethanolem [53]. Ze vSech bakteridlnich kment bylo
izolovano dostatecné mnozstvi DNA (1,875-37,350 png) pro naslednou separaci pomoci
magnetickych ¢astic F-kol 135 ox. Na agar6zovém gelu byla detegovana DNA i RNA.

Kvalita izolovan¢é DNA hraje velmi dilezitou roli z hlediska jejiho dalSiho pouziti
Vv molekularné diagnostickych metodach. DNA je doprovazena tadou chemickych latek
(RNA, proteiny, polyfenolické latky atd.), které mohou ovliviiovat (zkreslovat) vysledky nebo
1 inhibovat napt. PCR. UV spektrofotometrie je Siroce vyuZivanou, jednoduchou metodou pro
kontrolu ¢istoty DNA (RNA). Obecné se zaznamenava pribéh spektra v rozmezi vinovych
délek 220-320 nm. Absorpéni maximum pro nukleové kyseliny (DNA i RNA) se nachazi pti
260 nm. Hodnota absorbance je zavisla na zastoupeni jednotlivych paru bazi (A-T(U), G-C)
v molekule nukleové kyseliny. Koncentraci lze vypocitat dle zndmého Lambert-Beerova
zdkona. Z divodu interference RNA je vhodné doplnit spektrofotometrické meétfeni o
stanoveni intaktnosti izolované DNA gelovou elektroforézou [42].

DNA kment L. paracasei subsp. paracasei CCDM 212/06 a L. salivarius CCDM 216/06
byla dle kap. 5.3.2 mirn¢ znecisténa proteiny. Uinnost separace magnetickych castic F-kol
135 ox byla 10,2-14,4 %. RNA nebyla na gelu detegovana. Separovana DNA byla nasledné
pouzita pro PCR a urceni citlivosti PCR.
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7.3 Amplifikace DNA v PCR pro doménu Bacteria, zjiSténi citlivosti

Pro identifikaci veskerych bakterialnich DNA se vyuziva primert F_eub a R _eub, kterymi
se dociluje amplifikace specifického amplikonu o velikosti asi 466 bp [48].

Kwviili tzv. pretizeni agar6zového gelu bylo naneseno jen 5 ul produkt PCR. U vsech DNA
izolovanych z vybranych kultivovanych bakteridlnich kmenti byly detegovany na gelu
specifické amplikony o dané délce part bazi (kap. 6.3.1).

Pro stanoveni citlivosti PCR specifické pro doménu Bacteria bylo do reakénich smési
nepipetovano 10 ng-1 fy DNA. Nejmensi mnozstvi DNA, které jesté poskytovalo zietelny
specificky amplikon, bylo 100 fg (kap. 6.3.2).

Spravnost pribéhu PCR byla ovétena detekci pozitivni a negativni kontroly.

7.4 Amplifikace DNA v PCR pro rod Lactobacillus, zjisténi citlivosti

K identifikaci baktérii, fazenych do rodu Lactobacillus, slouzi primery LbLMA 1-rev a R-
16, které vymezuji specifickou délku amplikonu asi 250 bp [49].

Do smési pro PCR bylo naneseno rtizné mnozstvi DNA, pficemz doSlo k intenzivni (silné)
detekci produktti PCR na agar6zovém gelu. Na gel bylo naneseno 20 ul produkti PCR (kap.
6.3.3).

Nejmensi mnozstvi DNA, které tvotilo specificky amplikon a bylo detegovano na gelu,
bylo 10 pg. DNA byla ovéfovana v mnozstvi 10 ng-1 fg (kap. 6.3.4).

Pozitivni 1 negativni kontrola byla spravné detegovana, coz prokazuje Cistotu prace a
ovéteni G¢innosti PCR [42].

7.5 Srovnani ucinnosti izolace DNA magnetickymi ¢asticemi a fenolovou
extrakci z hrubych lyzati bunék

Z ptipravené¢ho stejného mnozstvi (100 ul) hrubého lyzatu bunc€k bakteridlniho kmene
Lactobacillus gasseri K7 byla soubezné izolovana testovanymi metodami DNA.

Utinnost separace magnetickych ¢éstic byla vztaZzena na mnozstvi DNA izolované metodou
fenolové extrakce (100 %). Nejvice DNA bylo separovano ¢asticemi F-kol 77 ox (1700 ng),
coz odpovida 17% ucinnosti, byla vSak mirné znecisténa proteiny. Z hlediska kvality DNA,
ktera byla urcena spektrofotometricky, byla nejlep§i DNA izolovana nanocasticemi Perovskit
(A260 nmrzso nm= 1,923). Celkova mnozstvi izolované DNA jsou zobrazeny na Obr. 33. Na gelu
byla detegovana DNA, u DNA izolované metodou fenolové extrakce i RNA.

Vsechny DNA byly nafedény na koncentraci 10 ng/ul a pouzity k ovéfeni
amplifikovatelnosti v PCR pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus. Ve vSech ptipadech
doslo k amplifikaci specifickych amplikont a detekci silného produktu PCR na gelu.
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Obr. 33 Grafické zobrazeni izolovaného mnozstvi DNA jednotlivymi metodami
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7.6 1zolace DNA z probiotickych vyrobku

Bakterialni bunky ob

sazené V probiotickych vyrobcich byly lyzovany dle kap. 5.2.3 a

uvolnéni jejich obsahu do roztoku bylo ovéfeno na agar6zovém gelu (Obr. 19).
K izolaci DNA byly pouzity magnetické ¢astice F-kol 135 ox, F-kol 77 ox a Perovskit; jako
kontrolni metoda byla pouzita fenolova extrakce s naslednym srdzenim DNA ethanolem.
Nejveétsi mnozstvi DNA bylo izolovano nanocasticemi Perovskit.

Obr. 34 Grafické zobrazeni izolovaného mnozstvi DNA (v 1 pl TE pufru) z probiotickych

vyrobkil
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Na Obr. 34 jsou zobrazeny grafy jednotlivého mnozstvi izolované DNA z jednotlivych
vyrobkil. Na kvalitu a mnozstvi izolované DNA mohlo mit vliv velké mnozstvi DNA a
doprovodnych latek, coz mohlo ovlivnit separa¢ni vlastnosti ¢astic.

7.7 PCR s DNA izolovanou z probiotickych vyrobku

DNA z probiotickych vyrobkl izolovand magnetickymi Casticemi a fenolovou extrakci
(kontrola) byla pouzita do PCR specifické pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus. Byl
ptidan vzdy 1 ul DNA s puvodni koncentraci, zméfenou spektrofotometricky (Tabulka 23).

U vSech DNA byly detegovany specifické produkty PCR sriznou intenzitou, ktera
ptiblizné odpovidala pfiddvanému mnozstvi DNA, pro dané identifikace.

7.8 Real-time qPCR pro doménu Bacteria

Byla sestrojena kalibracni kiivka s péti body (10 ng-1 pg) a vhodnymi parametry (Tabulka
24), ¢imz bylo docileno dostatecného rozpéti pro kvantifikaci DNA z probiotickych vyrobkii.
Srovnani mnozstvi DNA (riznymi metodami méteni), které bylo piidavano do smési pro real-
time gPCR je uvedeno v Tabulce 26.

Tabulka 26 Srovnani pfidavaného mnozstvi DNA do smési qPCR (1 pl) uréeného
spektrofotometricky a kvantitativné (vysledek v real-time gPCR)

Vyrobek Magn. ¢astice  MpnA(spektrofotometricky) (NQ) MpnA(gpcr) (NQ)
Apo-Lactobacillus 13 0,27
Biopron 55 0,00
GS Lactobacily F-kol 135 ox 4 3,02
Pangamin 2 0,09
Probian 33 0,04
Apo-Lactobacillus 9 0,07
Biopron 78 0,01
GS Lactobacily F-kol 77 ox 6 1,89
Pangamin 11 0,05
Probian 7 0,01
Apo-Lactobacillus 22 0,31
Biopron 89 0,04
GS Lactobacily Perovskit 9 0,34
Pangamin 31 0,17
Probian 22 0,03

Radové rozdily mezi zjisténym mnozstvim DNA danymi metodami mohou byt dany
moznou interferenci RNA pii spektrofotometrickém méfeni koncentrace DNA, coz miZze
nadhodnocovat koncentraci DNA. Nezanedbatelny je i mozny vliv dal§ich doprovodnych
latek z probiotickych vyrobki na spektrofotometrické méteni. Naopak snizené hodnoty
kvantifikované DNA v real-time qPCR mohou byt spojeny S inhibici reakce zminénymi
doprovodnymi latkami. Mezi jednotlivymi metodami byl ¢asovy rozdil (cca mésic), ¢imz
mohlo dojit k ¢aste¢né degradaci uskladnéné DNA pied kvantifikaci v real-time qPCR.

Analyza kiivek tani prokézala specifickou T s hodnotou piiblizn€¢ 89,2 °C. U negativni
kontroly byl detegovan nespecificky produkt, ktery nebyl vidét na agar6zovém gelu. Ostatni
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produkty qPCR jsou zieteln¢ viditelné. Detegované dimery primerd nejsou kvili zhorSené
kvalité fotografii vidét.

7.9 Real-time qPCR pro rod Lactobacillus

Byla sestrojena kalibra¢ni kiivka se ¢tyfmi body (62 ng-62 pg) a vhodnymi parametry
(Tabulka 25), ¢imz bylo docileno castecného rozpéti pro kvantifikaci DNA rodu
Lactobacillus z probiotickych vyrobkl. Nekteré koncentrace DNA byly mimo posledni bod
kalibra¢ni kiivky, nemohlo tedy dojit ke spolehlivé kvantifikaci. Pti analyze kiivek tani
produktii qPCR pro kalibra¢ni kiivku byl u hodnoty DNA 10 pg detegovan i nespecificky
produkt (Tm= 77,0), ktery ale nebyl nasledné detegovan na agar6zovém gelu. Mnozstvi DNA
rodu Lactobacillus, které bylo kvantifikovano v pfidavaném celkovém mnozstvi DNA do
smési pro qPCR, je uvedeno v Tabulce 27.

Tabulka 27 Mnozstvi pfidavané DNA (1 ul) rodu Lactobacillus ve smési pro qPCR

Vyrobek Magn. ¢astice  Mpnapcr) (NQ)
Apo-Lactobacillus 0,119
Biopron 0,003*
GS Lactobacily F-kol 135 ox 1,195
Pangamin 0,047*
Probian 0,019*
Apo-Lactobacillus 0,035*
Biopron 0,015*
GS Lactobacily F-kol 77 ox 0,608
Pangamin 0,043*
Probian 0,009*
Apo-Lactobacillus 0,098
Biopron 0,015*
GS Lactobacily Perovskit 0,097
Pangamin 0,067
Probian 0,011*

* hodnoty mimo rozsah kalibra¢ni kiivky.

DNA rodu Lactobacillus, ktera byla spolehlivé kvantifikovana, byla izolovana z vyrobku
Apo-Lactobacillus (magnetickymi ¢asticemi F-kol 135 ox a Perovskit), GS Lactobacily
(magnetickymi ¢asticemi F-kol 135 ox, F-kol 77 ox a Perovskit) a Pangamin (magnetickymi
casticemi Perovskit.

Mnozstvi DNA rodu Lactobacillus je mensi nez u kvantifikace celkové DNA, protoze
jednotlivé probiototické vyrobky obsahuji pouze c¢ast z celkového deklarovaného poctu
bakterii z tohoto rodu.

Ptfi analyze kiivek tani produkti qPCR u vyrobku Probian (F-kol 77 ox) a u negativni
kontroly byly detegovany nespecifické piky s hodnotou T, piiblizné 77,0 °C, které nebyly
detegovany na gelu. Na agar6zovém gelu byly detegovany dimery primerd a nespecifické
produkty (Obr. 32).
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8. Zavér

Byly kultivovany ¢isté bakterialni kmeny rodu Lactobacillus — L. gasseri K7, L. paracasei
subsp. paracasei CCDM 212/06, L. salivarius CCDM 216/06. Z téchto kment byla izolovana
DNA fenolovou extrakci a magnetickymi ¢asticemi F-kol 135 ox. Piecisténa DNA byla
pouzita pro stanoveni citlivosti PCR pro doménu Bacteria - 100 fg a pro rod Lactobacillus -
10 pg.

Pti izolaci DNA ze stejného mnozstvi hrubého lyzatu bunék bylo nejvétsi mnozstvi DNA
izolovano magnetickymi c¢asticemi F-kol 77 ox. Nanocasticemi Perovskit byla separovana
nejkvalitngjsi DNA.

DNA z probiotickych vyrobki byla izolovana vSemi testovanymi magnetickymi ¢asticemi.
Nejvice izolovan¢é DNA bylo ziskdno pomoci nanocastic Perovskit, Cemuz piiblizné
odpovidala i intenzita produkti PCR pro doménu Bacteria rod Lactobacillus.

DNA, ktera byla izolovana z probiotickych vyrobkl, byla pouzita ke kvantifikaci
v kvantitativni polymerazové tetézové reakci v realném case pro doménu Bacteria a rod
Lactobacillus. Nejlépe korelovaly hodnoty mnozstvi izolované DNA u vyrobku GS
Lactobacily (F-kol 135 ox a F-kol 77 ox).

Zavérem lze konstatovat, ze magnetické castice jsou vhodné pro izolaci DNA z
komplexnich matric (probiotickych vyrobka — tablet). Do budoucna je nutné ovétit separacni
vlastnosti magnetickych castic pfi riznych koncentracich DNA (kapacitu magnetickych
castic).
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10. Pouzité zkratky

BMK

bp
CCDM

COGs
dNTP
EDTA
EtBr
FAO

G+C
GMA
GRAS
HEMA
MRS
PCR
PDI
PGMA

P(HEMA-co-GMA)
P(HEMA-co-EDMA

gPCR
SDS
WHO

baktérie mlééného kvaseni

par bazi (baise pair)

Ceska sbirka mlékaiskych mikroorganismii Laktoflora (Czech
Collection of Dairy Microorganismes)

Klastry ortolognich gent (Clusters of Orthologous Genes)
deoxynukleotidtrifosfat

ethylendiamintetraocova kyselina

ethidium bromid

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Agriculture
Organization)

guanin a cytozin

glycidyl methakrylat

vseobecné povazovany za bezpecny (Generally Recognized as Safe)
2-hydroxyethyl methakrylat

Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium)

polymeréazova fetézova reakce

index polydisperzity

poly(glycidyl methakrylat)

poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat)
poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-ethylen dimethakrylat)
kvantitativni polymerazova fetézova reakce

dodecylsulfat sodny

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
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ISOLATION OF DNA FROM PROBIOTIC PRODUCTS USING SOLID CARRIERS
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Lactic acid bacteria are historically defined as a group of microaerophilic, Gram-positive
organisms that ferment hexose sugars to produce primarily lactic acid*. Bacteria of the genus
Lactobacillus are important group of the lactic acid bacteria. In humans, Lactobacillus species
are symbiotic and are found in normal gastrointestinal microflora®. They play an important
role in the food industry because they significantly contribute to the flavour, texture, and the
nutritional value of food products.

Molecular methods such as PCRs are essential for correct identification Lactobacillus
cells at the genus or species levels. Polymerase chain reaction (PCR) can be used for
identification of probiotics in food products. The aim of this work was to isolate PCR-ready
DNA. Bacterial DNA was isolated from lysed cells of Lactobacillus in probiotic products.
Reversible DNA adsorption on the surface of solid particles. Carboxyl coated nonporous
poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-glycidyl methacrylate) (P(HEMA-co-GMA)) magnetic
particles and silicagel coated manganase Perovskite (Lag75Sro2sMnQO3) nanoparticles were
used for this purpose. Classical procedure of phenol extraction and DNA precipitation with
ethanol was used as control. DNA was adsorbed on the surface of the microspheres in the
presence of 16 % poly(ethylenglycol) (PEG 6000) and 2 M sodium chloride (NaCl)
concentrations®. The adsorbed DNA was released from the surface of particles by low ionic
strength TE buffer (pH= 8.0). The quality of isolated DNA was checked by spectrofotometric
measurement and PCR amplification.

All the DNA samples isolated using magnetic particles and phenol extraction procedure
were PCR-ready. The DNA isolated from lysed cells of probiotic products was quantified in
real-time qPCR.
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