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ABSTRAKT

Teoreticka Cast bakalarské prace je zamétena na probiotika v mlécnych vyrobcich a zejména
na molekularné genetické metody vyuZivané k analyze DNA. Pozornost je vénovana
predev§im metodam stanoveni bakterialnich bunék rodu Lactobacillus. Zakladni technikou je
v soucasné dobé zejména polymerdzova ftetézova reakce (PCR), pii které dochézi
k amplifikaci specifickych usektt DNA pomoci kratkych oligonukleotidovych primert.

V praktické casti prace je izolovana celkovda DNA z Cdisté bakteridlni kultury
a probiotického mlé¢ného vyrobku metodami fenolové extrakce a magnetické separace za
vyuziti magnetickych nosi¢it P(GMA) pokrytych karboxylovymi funk¢énimi skupinami.
Kvalita izolované DNA byla potvrzena amplifikaci v PCR za pouziti primera specifickych
pro doménu Bacteria, Lactobacillus a Biffidobacterium.

ABSTRACT

The theoretical part of the thesis is focused on probiotics in dairy products. Thesis deals with
molecular genetic methods, which are used to analyze DNA. Especially are discussed
methods used for isolation bacterial cells belonging to genus Lactobacillus. The polymerase
chain reaction (PCR) is the basic technique at present time. Short chain of oligonucleotide
primers are used to amplification specific parts of DNA molecule chain.

The practical part of the thesis is focused on the DNA from pure bacterial culture and
probiotic dairy product. DNA was isolated using methods of phenol-chloroform extraction
and magnetic separation. For magnetic separation was used magnetics particles covered with
carbonyl functional groups. Quality of the DNA was confirmed by PCR amplification.
Primers specific for domain Bacteria and genus Lactobacillus and Bifidobacterium was used.

KLICOVA SLOVA
Polymerazova fetézova reakce (PCR), izolace DNA, mlé¢né vyrobky, probiotika
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Polymerase chain reaction (PCR), DNA isolation, dairy products, probiotics
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1 UVOD

Diky zméné zpisobu zivota a sloZeni potravy dochazi v poslednich letech k velkému rozvoji
probiotickych potravin a jejich rozsiteni. Probiotika piiznivé ovliviiuji zdravi konzumenta
a zlepSuji rovnovahu jeho stfevni mikroflory. VSeobecné mezi probiotické bakterie patii
bakterie mlécného kvaSeni (BMK). Kvaseni mikroorganismi hraje klicovou roli ve vyvoji
fyzikalné-chemickych a senzorickych vlastnosti potravin. Pfispivaji také k bezpecnosti
vyrobku tim, Ze omezuji rist patogennich mikroorganisma a kazeni potravin. Vyhodnoceni
zivotaschopnosti bunék ma velky vyznam z obecné¢ho fermentovaného potravinaiského
prumyslu a to nejen pro odvétvi mléka a mléénych vyrobkd.

Probiotika jsou v dnes$ni dobé uzivana zejména jako podpirny prostfedek pii riznych
prijmovych onemocnéni nebo po ukonceni 1écby antibiotiky, k obnové stievni mikroflory.
Podileji se na zachovani a rozvoji slozeni stfevni mikroflory. V novych prizkumech po
pravidelném uZivani probiotik doslo u vSech pacientt ke snizeni hladiny zanétlivych latek
v Krvi. [1] Probiotika tedy budou nejspiSe pisobit na Siroké spektrum zanétlivych
onemocnéni. Probiotické kultury jsou casto pouZivany jako startovaci kultury v mléénych
vyrobcich, jako jsou syry nebo jogurty. Jsou soucasti i jinych nez mléénych vyrobka jako je
kvasena zelenina.

K identifikaci nejen probiotickych organisma v potravinach je vyuZivana cela fada metod.
Pro jednozna¢né identifikovani probiotickych bakterii fazenych do rodu Lactobacillus, Ize
vyuzit celou fadu fenotypovych, fyzikalnich a genotypovych metod. Tyto metody jsou Casto
dostatecné specifické pro identifikaci probiotickych kmenii na trovni kmen, rod a druh.

Fenotypové metody mizou Vv nékterych piipadech selhat na zéklad¢ nespravné
identifikace. Tyto zakladni fenotypoveé metody zahrnuji morfologii, barveni podle Grama
a biochemické testy, jako je kvaSeni sacharidii a rtistu pfi riznych teplotach a koncentracich
soli.

Nejvice vyuZivanou molekularné diagnostickou metodou je metoda polymerazova fetézova
reakce (PCR), neboli rychla a snadnd amplifikace Useku DNA zaloZzeného na principu
replikace nukleovych kyselin. [2]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Milékarensky pramysl
Miékarensky primysl je hospodarské odvétvi, kde dochazi ke zpracovani mléka a mléénych
vyrobkl. Mlékarensky prumysl v dne$ni dobé€ zahrnuje spoustu vyrobkii mezi, které naptiklad
patfi:

o tekuté mlékarenske vyrobky (konzumni mléka, ochucena mléka, smetany atd.),

e kondenzovana mléka a susend mléka, véetné kojenecké détské vyzivy,

e zakysané mlé¢né vyrobky (jogurty, zakysané tekuté vyrobky atd.),

e syrovatka a vyroba ze syrovatky

e maslo, maselné pomazanky a kombinované tuky,

° Syry

Z hlediska vyvoje mlékarenského pramyslu je nejvyznamnéjsi 19. stoleti, kdy pfibyly nové
poznatky byly zékladem pro bunécnou mikrobiologii. Po case byla vyroba mléka tak
roz§ifena, Ze zaCaly vznikat piebytky. V 80. letech 19. stoleti byly zakladany prvni druZstevni
mlékarny. Béhem 1. svétové valky doslo k velkému tupadku mlékarenského pramyslu.
Mnoho mlékaren muselo byt i zavieno. V prubéhu druhé svétové valky opét doslo k zasadni
zméng, zabranim pohrani¢i pfiSel esky primysl o desitky mlékaren. Po valce doSlo ke
znarodnéni mlékaren v Cesku a k otevieni né€kterych novych podniki v mlékarenském
pramyslu. V soucasné dobé je v Ceské republice 49 firem zabyvajici se mlékarenskym
prumyslem. [3]

2.1.1 Legislativni omezeni
Zacatkem roku 1950 vchazely v platnost Ceskoslovenské statni normy. Roku 2004 pfisla
zésadni zména v legislativé mlékarenského primyslu, jelikoz se Ceska republika stala ¢lenem
Evropské unie. Doslo ke zptisnéni hygienickych a technickych pravidel podle Evropské unie,
které plati az dodnes. Legislativa se fidi normou CSN 570529, ktera reguluje celkové podty
mezofilnich organismi, somatickych bunék a obsahu inhibi¢nich latek, jejichz obsah je
ptipustny v mlékarenskych vyrobcich. Mimo jiné udava také specifické charakteristiky pro
sloZeni mléka jako je mnozstvi tuku, mnozstvi bilkovin, mnoZstvi tukuprosté susiny. Norma
upravuje také doplitkové znaky jakosti a dal§i mikrobiologicka Kkritéria, mezi néz patii:

e pocet psychrotrofnich mikroorganisma < 50 000/ml
pocet koliformnich bakterii <2 000/ml
pocet termorezistentnich mikroorganismt <2 000/ml

pocet sporotvornych anaerobnich bakterii musi byt v 0,1 ml negativni

DalSimi kritérii jsou minimalni obsah vapniku, vitaminu A, B a B2. [4]



2.1.2 Kultury pouzivané v mlékarenském priamyslu

Laktobacily se vyskytuji ptirozené v gastrointestinalnim traktu a v pohlavnim tstroji ¢lovéka.
Bylo popsano vice nez 70 druht laktobacili. Nejstudovanéjsi z nich je Lactobacillus

acidophilus. Nejcast&ji vyuzivané a studované probiotivcké mikroorganismy jsou uvedeny
v tabulce 1. [5]

Tabulka 1 -Nejcastéji vyuzivané mikroorganismy v mlékdarenskych vyrobcich [5]

rod Lactobacillus rod Bifidobacterium Dalsi druhy
L. acidophilus B. bifidum Streptocooccus thermophilus
L. crispatus B. longum Enterococcus faecium
L. amylovarus B. infantis Pediococcus acidilactici
L. gallinarum B. breve Saccharomyces boulardii
L. gasseri B. adolescentis Leuconostoc
L. johnsonii B. animalis
L. helveticus

L. delbrueckii subs. bulgaricus
L. salivarius subs. salivarius
L. casei

L. paracasei subs.paracasei

L. paracasei subs.tolerans

L.plantarum

L. rhamnosus

L. fermentum

L. reuteri

2.2 Probiotika jako pridatné kultury do fermentovanych mléénych vyrobki

Nedavné objevy ohledné zdravotnich benefitti probiotickych bakterii vedly k nartstajicimu
komer¢nimu vyuziti piidavku probiotickych bakterii do fermentovanych mléénych produkti.
Riizné kombinace ptivodnich mléénych kultur a probiotickych bakterii pfinasi fermentovanym
mléCnym vyrobkiim zlepSené technologické charakteristiky a nutricni a zdravotni benefity.
MIéko jako potravinova matrice pro probiotické bakterie vykazuje vlastnosti, které jsou velmi
vhodné pro preziti kultur v prabéhu skladovani konzumace. Byly takto vyvinuty nové
technologie pfidavani probiotickych kultur do fermentovanych mlécnych vyrobki, které
vytvareji nové chuté, ving, textury a dalsi atributy mléénych vyrobku. [6]

Probiotika jsou hojné pouzivana zejména k ptipravé fermentovanych potravin a krmiv
vzhledem Kk pfedpokladanému pfiznivému 0G¢inku na zdravi hostitele. Naptiklad jogurty

obsahujici dostate¢né mnozstvi zivotaschopnych probiotickych bakterii maji blahodarné
ucinky na lidské zdravi. [5]




2.2.1 Definice probiotik a jejich taxonomické zarazeni

V roce 2010 Svétova zdravotnickd organizace (WHO) definovala probiotické kmeny jako
"zivé mikroorganismy, které jsou podavany v pfiméfeném mnozstvi, pfinasi zdravotni pfinos
svému hostiteli".

Vétsina probiotickych organismli pouzivanych v soucasné dob¢ v potravinach patii bud’ do
rodu Lactobacillus nebo Bifidobacterium. Bifidobakterie jsou grampozitivnimi, nesporulujici,
anaerobni a hetero-fermentujici bakterie. Zastupci rodu Lactobacillus jsou grampozitivni,
nesporulujici; nicméné, jsou tolerantni ke kyselinam, fakultativné anaerobni, homo- nebo
heterofermentativni. [5] Mezi dalsi bakterie pouzivané jako probiotika ve vyzivé lidi a zvitat
patii Escherichia coli kmen Nissle 1917, Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus a
Enterococcus faecium. Bacillus toyonensis se pouziva ve vyzive zvifat jako probiotikum diky
svym sporam, které vydrzi tepelné zpracovani krmiv. Mezi probiotika jsou fazené také houby,
jako jsou kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces boullardii. [7]

Obecné plati, ze bakterie, jsou oznaCované jako ,,probiotika® musi byt v souladu
s nasledujicimi kritérii [8]

- jsou lidského nebo hovéziho puvodu a nepatogenni,

- umoziuji integrace vysokého poctu bun¢k do potravin vysokého poctu bunék

- udrzuji si svou Zivotaschopnost po celou dobu trvanlivosti vyrobku,

- jsou odolné vuci zluci a kyselému prostiedi odolavaji pisobeni prostfedi a prichodu

pies gastrointestinalni trakt,
- zabranuji adhézi patogennich bakterii ve stieve,
- pfindsi hostiteli zdravotni vyhody.

2.2.2 Prospésné UCinky probiotik na zdravi hostitele

Probiotické bakterie se vyznacuji celou fadu blahodarnych ucinkd na zdravi hostitele. Jsou
schopny sniZit dobu trvani prijmu, snizuji alergické syndromy, produkuji rtizné bakteriociny
a snizuji pH prostfedi. Dal$i pfiznivé G¢inky kmenid nebo jejich metaboliti jsou zlepSena
reakce imunitniho systému, zlepSend rovnovaha mikroorganismi nachazejici se v tlustém
stfev€, snizeni mnozstvi enzymt, které pfispivaji ke vzniku rakoviny, sniZeni obsahu
patogennich bakterii a rotavird (Clostridium difficile a Helicobacter pylori) ve stfevech,
snizeni sérového cholesterolu, antimikrobialni ptisobeni proti patogenim z potravin a proti
organismiim zpusobujici zubni kazy. Antimikrobidlni aktivita je zplsobena schopnosti
probiotickych bakterii vyloucovat a aktivné inhibovat $kodlivé nebo patogenni mikroby
produkei organickych kyselin (kyselina mlé¢na a kyselina octova) a dalSich baktericidnich
latek. Zlepseni symptomi intolerance laktozy, antioxida¢ni ucinky. [1]

Probiotické bakterie vykazuji také antikarcinogeni u¢inky diky [9] [10]:

- zména matebolickych aktivit stievni flory,

- snizeni poskozeni DNA vazby a snizeni potencialnich karcinogent, jako jsou

heterocyklické aromatické aminy,

- vyrobé¢ proti rakovinotvornym nebo antimutagennich latek,

- posileni imunitni obrany hostitele,

- zvyseni stfevni trovné spermidinu.

10



Z hlediska ucinku probiotik na zdravi hostitele, je dulezita probioticka adherence na stievni
bunky, ktera ovliviiuje jejich funkcnost a stimuluje enterocyty. KdyZ nedochazi k adhezi
bakterii na epitelarni bunky, probiotika nejsou schopna ovlivnit dilezité fyziologické
vlastnosti stfevni sliznice. K adhézi dochazi bud’ prostfednictvim proteinového mechanismu,
nebo muzou byt vyuzity sacharidové vazby. Dulezité pro zachovani funkce probiotickych
bakterii je jejich pfeziti gastrointestindlnim traktu. Vysoce kysel¢ prosttedi Zzaludku je
neptiznivé pro pieziti bakterii stejné jako zasadité prostedi zluci. Proto by tyto kultury mély
byt konzumovany s potravinovou matrici, ktera zvysi jejich Sance na preziti pfi priachodu
gastrointestinalnim traktem (Gl).

Probiotika jsou schopny ovlivitovat GI mikrofloru za¢lenénim svych bun¢k do stievniho
ekosystému. Bakterie jsou tak schopny modulovat imunitni odpovédi, které pomahaji hostiteli
produkovat antipatogeni a antikarcinogeni latky. Mechanismus ucinku probiotik diferencialné
utvari expresi cytokinii a kostimula¢nich molekul. Probiotické bakterie stimuluji slizni¢ni
i systtmové imunitni reakce, které pomahaji Vv antipatogeni a antikarcinogeni c¢innosti
hostitele. Nékolik studii se zabyvalo zkoumanim vlivu pravidelného uzivani mlécnych
vyrobkii na zvySeni poctu bilych krvinek v krevnim séru. Bylo pozorovano zvySeni poctu
bilych krvinek zejména fagocitnich. Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou schopny redukovat pocet
patogenich bakterii, které se nachazeji v potravinach a zptsobuji jejich intoxikaci. Probiotika
jsou rozvijejicim se odvétvim v potravindiskych technologiich a zlepSuji zdravotni stav
spotiebitele. Je vSak nutny dalsi vyzkum zejména v oblasti prevence rakoviny
a imunomodula¢nich vlastnosti. [11]

2.2.3 Interakce probiotik s matrici fermentovanych mléénych vyrobki

MIéko a ptirodni syry jsou vynikajicimi médii pro rust a pieziti probiotickych organismti.
Do probiotickych syri jsou nejcastéji pridavany bakterie rodi Bifidobacterium
a Lactobacillus a to bud’ do mléka, anebo az pifi zpracovani syrovatek. Dalsi vhodné
potravinové matrice jsou: zmrzlina, mrazeny jogurt, neb jiné mrazené mlécné dezerty, syr
vyroby potravin je stabilita vyrobku, aby byl obsah Zivotaschopnych bunék alespoii 10’
cfu-ml™. PH piidavani probiotickych kmenti do mlécnych vyrobkl vSak nastavaji problémy.
NeZadouci je zejména negativni efekt na senzorické vlastnosti produktu. Také mikrobialni
interakce muze zpusobit zmény ve slozeni bakteridlni flory béhem vyroby a skladovani.
Studie ukazuje, ze ne vSechny kmeny jsou skutecné¢ kompatibilni. Interakce mezi jednotlivymi
druhy ovliviiuji napiiklad Zzivotaschopnost Lactobacillus acidophilus a Bifidobakterii
v jogurtu. [7]
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2.3 Historie a sou¢asnost mikrobiologickych analytickych metod vyuzZivanych
vV mlékarenském primyslu (obecné):
V dne$ni dobé zahrnuje mlékarensky priimysl nejen vyrobu mléka ale i fadu mlécnych
vyrobku, které se vyrab&ji pomoci mikroorganismii, dochazi zde k prodlouZeni trvanlivosti
fermentovanych vyrobkii pomoci bakterii mlééného kvaSeni. Souasnym trendem je ptridavani
probiotickych bakterii do novych potravinovych matric za ucelem vytvafeni novych
probiotickych vyrobkd.
V mlékarenském prumyslu je kvalita téchto vyrobku kontrolovana fadou metod.

2.4 Strucny prehled mikrobiologickych analytickych metod a molekularné
genetickych metod

Mikrobiologické analytické metody jsou vyuZivany Kk identifikaci mikroorganismi uz od
18. stoleti. V soucasné dob¢ vSak tyto tradi¢ni metody ustupuji do pozadi a stale vice se
rozvijeji molekularné genetické metody. K nejvétsimu rozvoji molekularné genetickych
metod do$lo v 80 —90. letech 20. stoleti a to zejména vynalezem PCR metody, ale také
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH - Fluorescent in situ hybridization) a omics
technologii.

2.4.1 Riist kolonii na zivném agaru

Mikrobiologické analytické metody jsou dilezité zejména proto, Ze mohou identifikovat
probiotické bakterie i bakterie mlécného kvaSeni, jak v pribéhu vyroby, tak v hotovych
vyrobcich. Mezi standardni mikrobiologické metody patfi: naockovani mikroorganismu na
agarove plotny (pevné medium v Petriho misce), n Sikmy agar (pevné medium ve zkumavce,
ktera byla ponechana v Sikmé poloze tuhnuti, pouziva se pro lepsi skladovani a transport
oproti Petriho miskam), na hluboky agar (pevné medium ve zkumavce které tuhne pii svislé
poloze zkumavky, pouZiva se pro mikroorganismy preferujici pro sviij rast méné kysliku)
nebo na zivny bujon (tekuté zivné prostiedi, obvykle ve zkumavce nebo Erlenmeyerové
bance).

SloZeni Zivného média je specifické pro kazdy mikroorganismus v zavislosti na jeho
pozZadavcich na zdroj uhliku (autotrofni — anorganicky uhlik, heterotrofni — organicky uhlik),
kyslik (aeroba, anaeroba, fakultativni anaeroba), vodiku, dusiku, fosforu, siry a mineralnich
latek. Zivna média jsou piirozena, syntetickd nebo polysynteticka. Z hlediska ristu MO se
dé€li na univerzalni (vhodné pro vSechny MO), selektivni a selektivné diagnosticka (rist MO
se projevi biochemickou reakci pf. zména zbarveni média). V laboratofich je nejbéznéji
pouzivanym médiem komerc¢ni agar o daném slozeni.

Bézné se pouziva ve vSech mikrobiologickych laboratofi a je to nejjednodussi zpisob, jak
zjistit a kvantifikovat Zivé mikroorganismy nejen v potravinéch.

Pojem zivotaschopnosti mikroorganismti byl dlouho povazovan za schopnost mnozit se
v optimalnim médiu. V 80. letech se nasledné s pouzitim dalSich metod jako jsou napiiklad
detekce zivych a mrtvych bunék s vyuzitim specifickych barviv nebo reverzné transkripéni
polymerazové fetézové reakce (RT — PCR) se ukazalo, Ze existuje vice stavi mezi Zivymi
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a mrtvymi bakteriemi a zivé bunky se nemusi mnozit. Pro odliSeni bun¢k schopnych déleni se
v soucasné dob¢ doporucuje vyuzivat predevsim molekularni metody. [12]

2.4.2 Polymerazova retézova reakce

Metoda polymerazové ftetézové reakce (PCR — polymerase chain reaction) vznikla
v 80. letech a rychle se stala zakladni metodou nejen pro lékaiské a vyzkumné biologické
laboratote.

Principem polymerazové fetézové reakce (PCR — polymerase chain reaction) je opakovani
tii zakladnich krokd (denaturace, hybridizace a symbioza komplementarniho fetézce DNA)
vedoucich k syntéze zvoleného Useku DNA, vymezeného vazbou dvou jednovlaknovych
oligonukleotidi tzv. primert. Pfi denaturaci dochazi vlivem vysoké teploty (90-95°C)
k oddéleni jednotlivych vlaken dvousroubovice, dale jsou v pribéhu hybridizace pti teploté
45-65°C navazany primery, které jsou tvoreny 20-25 nukleotidy. V poslednim kroku dochazi
pusobenim enzymu DNA polymerazy k syntéze nového fetézce DNA.

V soucasné dobé je b&zné pouzivana nejen v potravinafstvi, pro detekci patogennich
mikrobt a stanoveni mikroorganisml znehodnocujicich potravinatské produkty. PCR metoda
je dle platné (1SO normy 2011b) vhodna také k potvrzeni charakteristické kolonie narostlé na
agarove plotné, nebo k identifikaci probiotik a mikrobli zapojenych do fermentacnich procest.
Je vyuzivana v komparativni genomice (porovnavani genomu riznych organismu) a v analyze
zaméfené na specifickou kvantifikaci mikrobidlni populace. Pouziti reverzné transkripcni
PCR (RT-PCR), kterd vyuziva piepis z RNA do DNA je jednim ze zpusobu jak rozliSovat
mezi Zivymi a mrtvymi bakteriemi. Dalsi pfistup je zaloZen na kombinaci pouziti interakéni
¢inidla, jako je napfiklad propidium monoazide (PMA) a ethidium monoazide (EMA) a PCR.
Tato barviva pronikaji pouze do mrtvych bunék s nefunkénimi bunéénymi membranami
a nasledné brani amplifikaci DNA pomoci PCR.

Jeji nevyhodou je vysokd citlivost. Pravé vysoka citlivost na malé zmény v pfipravée
vzorku, amplifikaci a zplisob vyhodnoceni dat, jsou nejcastéjsSim divodem, ktery miize vést
neptresnym vysledkiim. [13]

2.4.3 Fluorescenéni in situ hybridizace
Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH — Fluorescent in situ hybridization) byla popularni
technikou ve vyzkumnych laboratotfich v 90. letech. Je zalozena na identifikaci bun¢k
obsahujicich specifické sekvence nukleové kyseliny, pomoci oligomerové sondy
konjugované s fluorescenénimi molekulami sondy hybridizuji s cilovou DNA nebo RNA.
Fluorescence je detekovana pozorovanim pod fluorescentnim mikroskopem. Nevyhodou
metody FISH je jeji obtiznd optimalizace a nizka opakovatelnost. Vyhodou metody FISH
jsou, ze umoziuje rychle zhodnotit velky pocet bunck. Vyuziva se ke zviditelnéni sekvenci
nukleovych kyselin pfimo na mikroskopickych preparatech obsahujicich morfologicky
zachovalé chromozomy ¢i bunééna jadra. [14]
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2.4.4 Omics technologie
Jednim z cilti technologie omics je identifikovat kli¢ové biomarkery (charakteristiky, které
jsou objektivné m¢éfitelné a uznavané jako indikatory normalnich biologickych ¢i
patologickych procest), které by mohly byt vyuZity pro selekci novych probiotickych nebo
technologicky zajimavych kment pro hodnoceni jejich fyziologickych stavi s cilem zlepSit
jejich  funk¢nost b&hem pramyslovych procesu. VyuZiti omics technologii znamena
porozumét chovani mikrobialnich drah s cilem vylepsit pramyslové procesy.

S jeji pomoci mizeme charakterizovat genovou expresi a syntézu proteinii béhem ristu
mikroorganisma. [15]

2.5 Soucasné mikrobiologické analytické metody pouzivané v mlékarenském
prumyslu pro rod Lactobacillus

K identifikaci mikroorganismt nachazejicich se v mlékérenskych vyrobcich se pouZivi metod

fenotypicke identifikace, fyzikaln¢ —chemické identifikace a genotypické identifikace

(zejména PCR). Posledni zminéna metoda je nejpiesnéjsi a nevyzaduje dopliujici metody.

2.5.1 Metody fenotypické identifikace

Fenotypové metody bud’® samostatné, nebo v kombinaci s bunéénou morfologii zahrnuji
testovani bunééné pohyblivosti, Gramovo barveni, katalazovu a oxidazovou reakci. [8]

2.5.1.1 Morfologie

Identifikace kment nebo druhi rodu Lactobacillus na zakladé morfologickych znakt neboli
tvaru bakterialnich bunék, velikosti ¢i vzhledu kolonii je nepfesna z divodu morfologické
podobnosti kolonii bakterii stejného rodu. Tyto charakteristiky poskytuji pouze prvotni
ptehled bakterii ptitomnych v produktu pied jejich identifikaci pomoci jinych fenotypovych
metod nebo genotypizaci . [8]

2.5.1.2 API 50 CHL systém od BioMeriéuxu

Systém API 50 CHL systém od BioMeriéxu vyuziva $iroké spektrum fyziologickych testd,
véetné pouziti kultiva¢nich substratii zahrnujici sacharidy, heterosidy, polyalkoholy a uronové
kyseliny. Tento postup poskytuje vnitini pohled na asimila¢ni, oxida¢ni a fermentacni drahy,
které jsou odvozeny z rustu bun€k na riznych substratech a zmény barvy zptisobené zménami
pH v ramci jednoho testu. Vzhledem k vysoke urovni fenotypové variability mezi laktobacily
je tato metoda naro¢na, protoZe piitomnost Kysliku nebo odchylka hustoty bakterialni
suspenze mize ovlivnit vystup hodnot. [16]

2.5.2 Metody pomoci fyzikalné — chemické identifikace

Fyzikaln€ — chemické metody jsou schopny identifikovat rychle a citlivé s vysokou pfesnosti
I blizce ptibuzné druhy bakterii.

25.2.1 Fourierova transformace infracervené spektroskopie

Metoda pouziva polychromatické infraervené svétlo analyzujici sloZzky v bakteridlnim
vzorku pifi ur€it¢é vinové délce. Technologie Fourierova transformace infracervené
spektroskopie (FTIR) umoznuje diferenciaci bakterii studiem jejich bunéénych komponentt,
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mastnych kyselin, membran, buné¢nych bilkovin, polysacharidi a nukleovych kyselin.
V izolatu z rizného prostiedi, potravin nebo krmiv mohou byt identifikovany startovaci a ne-
startovaci kultury, kde lze analyzovat pivod ze syru. Metoda je rychla, levnd, citliva
a s vysokou piesnosti analyzy pro identifikaci bakterii. Umoziuje rozliSeni bakterii na rod,
druh a kmen. [17]

2.5.2.2 Maticova asistovand laserova desorpcni ionizace
Metoda vychazi z toho, Ze kazda molekula buniky mé vlastni charakteristickou hmotnost. Tato
metoda muze byt pouzita pro charakterizaci velkych biomolekul a bakteridlnich proteint
s hmotnostnim rozsahem 2 kg/mol a 12 kg/mol. Jednotlivé bakteridlni kolonie narostlé pies
noc lze pouzit pro chemotaxonomickou Kklasifikaci vyuZivajici maticovou asistovanou
laserovou desorpéni ionizaci (MALDI). To vedlo k rychlému rozvoji MALDI-TOF
hmotnostni spektrometrie pro charakterizaci nové izolovanych kment nebo vybranych
neznamych proteinti, bakteridlni RNA a DNA na uroveil rodu, druhu, poddruhu a uroven
kmene.

Stale vice se tato metoda pouZiva k odliseni blizce ptibuznych druhd v diagnostickych
laboratofich samostatné nebo v kombinaci s jinymi metodami, jako je sekvencovani
16S rRNA. [18]

2.5.3 Metody genotypické identifikace

Metody genotypické identifikace jsou vhodné pro specifickou kvantifikaci a identifikaci
bakterii z hlediska jejich piesnosti a citlivosti.

2.5.3.1 Kvantitativni polymerdzova i'etézova reakce

Metoda kvantitativni polymerdzové reakce (qPCR) umoziuje stanoveni mnozstvi molekul
nukleovych kyselin ve vzorku zavislosti na detekci fluorescenéniho signélu. V soucasné dobé
se pouziva varianta PCR umoznujici pfimou kvantifikaci PCR produktu v pribéhu reakce
(,,real-time PCR®).

Kvantifikace mnozstvi molekul nukleovych kyselin je dulezita pti detailnim studiu genové
exprese nebo diagnostice nékterych patogend. Kvantifikace amplikonu pii qPCR v realném
Case se provadi prostfednictvim detekce a kvantifikace fluorescen¢niho signalu v cycleru,
ktery kromé¢ cyklického stiidani teplot umoziiuje detekci fluorescence a monitorovani postupu
PCR v realném case, bez nutnosti detekovat produkty PCR elektroforeticky.

Ve srovnani s kultivatnimi metodami, je kvantitativni gPCR rychlejSi. Dokonce
i jednotlivé bakterialni druhy (startovaci kultury zastupci rodu Lactobacillus v jogurtu, spolu
se Streptococcus thermophilus) mohou byt detekovany a kvantifikovany pomoci gPCR
experimentt. Analyzou ktivek tani lze navic zjistit kKmenovou identitu.

QPCR je metoda vhodna pro rutinni analyzu. Idealni zptisob pro druhové specifické
kvantifikace a identifikace bakterii. [13]

2.5.3.2 Polymerazova retézova reakce — denaturacni gradientova elektroforéza

Kombinace metod polymerazové fetézové reakce a denaturacni gradientové elektroforézy
(PCR - DGGE) je zaloZzena na analyze rozdilnych sekvenci v kratkych molekulach DNA.
Nevyzaduje ptedchozi kultivaci bun€k nebo predc¢isténi jednotlivych kmeni.
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DGGE vyuzivd rozdilné elektroforetické mobility u nedenaturované a castecné
denaturované DNA. [19] V dusledku rozdila v nukleotidovém slozeni maji rizné sekvence
DNA jiné teploty tani. Pomoci denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy mohou byt
produkty PCR o stejné délce oddéleny na denaturatnim gelu s gradientem na zakladé
sekvencnich rozdili. Proces migrace dvouvldknovych DNA gelem se zastavi podle specifické
teploty tani (rozd€li se na jednofetézcové DNA). Jednotlivé pasy v gelu mohou, byt
analyzovany srovnanim s kontrolni DNA, kterd bézi na stejném gelu. Intenzita pasti na DGGE
gelu je semikvantitativni, umoziuje tedy vizualizaci a nésledné vyhodnoceni dominance
uréitych druhti ve vzorku oproti méné dominantnim druhim. Proto je pomoci tohoto pfistupu
omezena kvantifikace.

Mikrobialni komunity pouZivané v probioticky vyrobcich mohou byt metodou PCR
v kombinaci s DDGE snadno vyhodnoceny. Vhodna je naptiklad pro identifikace
bakterialnich komunit v syrech. Velké mnozstvi primeri je k dispozici k amplifikaci sekvenci
bakterii pouzivanych v probiotickych vyrobcich, umoznujicich rozliSovani laktobacild.

Nevyhodou PCR -DGGE je, Ze druhy nemusi byt detekovatelné, jsou-li piitomny
v celkoveé bakterialni populaci v menSim mnozstvi nez 1% z celkové populace. Dalsi
nevyhodou je, Ze blizce ptibuzné kmeny, mizou mit za nasledek tvorby stejné velkych skupin
v DGGE gelu, coZ méa za nasledek chybnou identifikaci. [20]

2.5.3.3 Nahodna amplifikace polymorfni DNA

Nahodna PCR (AP — PCR) neboli nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD) je rychla
a jednoduchd technika pro fingrprintink DNA. Je vhodn& pro rychlou srovnavaci typizaci
genomovych DNA mikroorganismii a nékterych rostlin. [19] Metoda vyuZiva kratké
nespecifické primery, které nasedaji na vice nahodnych cilovych sekvenci a vedou ke vzniku
vétSiho poctu amplikonti tzv. "fingerprint". Tyto amplikony umoziuji rozliSeni rdznych druhti
bakterii.

Vyhodou této metody je, Ze miize byt béhem kratké doby analyzovan vysoky pocet vzorkd.
V praxi umoznuje napiiklad sledovani vyvoje startovacich kultur v rostlinném fermentacnim
procesu (vyroba kysaného zeli).

Naopak problematické mize byt u RAPD opakovatelnost vysledkii. Metoda je citliva na
zmény v piipravé vzorkli DNA, nésledkem toho jsou proménlivé vysledky mezi vzorky DNA
stejného druhu nebo kmene. Proto by tento postup nemél byt pouzivan samostatné, ale vzdy
v kombinaci s jinou metodou. [21] Vyuziti gPCR je shledano vhodnym k vyuZiti ve vyrobnim
procesu fermentovanych mlécnych vyrobka. Byl zkouméano mnoZstvi kolonii rodu
Lactobacillus a Streptococcus na pocatku fermentace a v jejim prubéhu metodou qPCR za
ucelem optimalizace fermenta¢niho procesu. V zavislosti na prevladajicim bakteridlnim rodu
se ménily organoleptické vlastnosti vysledného produktu. Metoda gPCR je tudiz vhodna pro
optimalizaci pribéhu fermentace a pro ziskani produktu s poZadovanymi vlastnostmi. [22]

2.5.3.4 Sekvencovani 16S/23S — rRNA 5S

v

16S rRNA predstavuje nejcastéjsi cilovou oblast pro fylogenetické analyzy, protoze sekvencni
data této oblasti mohou byt pouZzity pro taxonomickou klasifikaci. PCR produkty jsou snadno
amplifikovany pomoci druhové specifickych primerd pro 16S/23S-rRNA a gelové
elektroforézy.
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Metoda umoziuje rychlou identifikaci laktobacild jiz do tfi hodin po izolaci. Pfesné
piifazeni laktobacili na Grovni rodu nebo druhu, je mozné s pouzitim sekvence
16S/23S — rRNA 5S oblasti. Nicméné zatimco sekvencovani 16S/23S — rRNA 5S je uzite¢né
pro identifikaci druht rodu Lactobacillus, v kazdodenni diagnostice je tato metoda pfilis
Casoveé naro¢na. I proto je velmi tézké ziskat spolehlivé vysledky. [14]

2.5.3.5 Polymorfismus konformace jednoietézcit

Diagnosticka metoda analyzy konformacniho polymorfizmu jednofetézcii vyuziva tvorby
rozdilné sekvencné specifické intramolekularni struktury ssDNA nebo ssRNA ovliviiyjici
mobilitu jednofetézcn pii nedenaturujicich elektroforetickych podminkach. [19]

Jednotlivé DNA nebo RNA vldkna maji vysokou afinitu pro vytvoreni part bazi. Nicméné
pokud DNA nebo RNA fetézec neni komplementarni, je k dispozici RNA nebo se mohou
tvorit vlakna DNA skladanych konformaci. To je zavislé na kritériich, jako jsou vlastnosti
sekvence a teplotni podminky, umoziujici tvorbu riznych konformaci. Jedind mutace v DNA
nebo RNA fetézci zpusobuje (ovlivnéni pohyblivosti fetézce v gelu). Pokud jsou znamy
zakladni kritéria, je jednoduché odliSit fragmenty DNA v teploté gradientove gelové
elektroforézy a identifikovat riizné bakterialni komunity.

Metoda se vyuZiva pro potraviny, jako je syrové mléko, tradi¢ni syry a fermentované
vyrobky z ryb. Analyza SSCP je vhodnad pro sledovani zmén v kratkych Usecich DNA
libovolného ptivodu o velikosti 150 az 400 bp, pfipravenych polymerazovou fetézovou reakci
(PCR - SSCP) Zastupci rodu Lactobacillus mohou byt identifikovany kombinaci sekven¢ni
a SSCP analyzy. [23]

2.5.3.6 Polymorfismus délky jednoduchych repetitivnich sekvenci

Jednoduché repetitivni sekvence (SSR) jsou tandemové repetice o délce 2-10 bp ptitomné
v eukaryotickych genomech s ¢etnosti az 80 kopii. SSR jsou soucasti eukaryotnich genomu
bakteridlnich druhu, jsou umistény jak v kodujicich, tak v nekddujicich oblastech a poskytuji
nejvétsi pocet opakovani pro genetickou charakterizaci. Naptiklad, plochy velmi bohaté na
SSR jsou zastoupene v genomu L. johnsonii NCC533. SSR regiony bakterii poskytuji
vysokou rozlidujici silu pro fylogenetické analyzy. V kombinaci se sekvenéni typizace
multilokustt (MLST) je SSR technika efektivni, ma vysokou silu rozliseni odliSnou v mezi
bakterialnimi Zivo¢isnymi druhy rozdilného ptvodu, urovné a poddruhu. [24]
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické Casti bakalafské prace bylo vypracovat piehled mikrobiologickych
analytickych metod v mlékarenském pramyslu, které byly vyuzivany v minulosti a které jsou
upiednostiiovany V souc¢asné dob&. Metody se pouzivaji ¢asto v kombinaci, diky tomu lze
dosahnout komplexnégjsich a kvalitnéjSich vysledk.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti byla izolace bakterialni DNA z mlééného vyrobku
kefirové mléko — visiové. Takto izolovana bakterialni DNA byla dale zpracovana metodou
PCR. Byla prokédzana ptitomnost bakteridlni DNA specifické pro rod Lactobacillus a rod
Bifidobacterium, Vysledky byly porovnany s Udaji uvedenymi na obale a deklarované
vyrobcem.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 MATERIAL A METODY

Pokud neni uvedeno jinak, byly nize uvedené postupy a metody ptevzaty ze skript Analyza
vybranych druhti bakterii mlééného kvaSeni pomoci metod molekularni biologie autort
Spanové a Ritticha. [25]

4.1.1 Bakterialni kmeny
Bakterialni DNA byla poskytnuta vedouci prace Ing. Stépankou Trachtovou, Ph.D. Tato DNA
byla izolovéna ze sbirkovych kment ziskanych ze Sbirky mlékaiskych mikroorganismi
v Tabote (Culture Collection of Dairy Microorganisms Laktoflora (CCDM)) a Kolekce
prumyslovych organismu v Polsku (Centre of Industrial Microorganisms Collection (LOCK)).
DNA byla izolovdna metodou fenolové extrakce a vyfedéna na koncentraci 10 ng - ul'l.

e Lactobacillus johnsonii CCM 2935
e Lactobacillus paracasei LOCK 0919
e Bifidobacterium brevis

4.1.2 Pouzity probioticky potravinovy vyrobek
Kefirové mléko visnové nizkotuc¢né
Vyrobce: Mlékarna Valasské Mezifici, spol. s.r.o
Zameckd 2/57, 757 01 Valasské Mezitici, CR
www. mlekarna-valmez.cz
SloZeni (jedno baleni): mléko, ovocna slozka 12 % (glukdzo-fruktézovy sirup, cukr, vistiova
dienn a visnovy koncentrat 25 %, zahu$tovadla: modif. Kukufi¢ny
Skrob, guma tara; barviva: koncentraty cervené fepy, ibisku, Cerné
mrkve; aroma, regulatory kyselosti: citrat sodny, kyselina citrénova),
mlécné kultury, probioticka kultura ABT (Lactobacillus acidophilus
10%g, Bifidobacteria 10°g, Streptococcus thermophilus 10%g). Obsah
tuku: min. 0,8 %.

4.1.3 Pristroje a pomiicky

= Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

= Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

= Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot-min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
= Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI

= NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

= Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)

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

= Mikrovinna trouba PROLINE SM117

= Minilnkubator Labnet (Labnet international, Inc., New Jersey, USA)

= Zafizeni pro elektroforézu OWL Buffer Puffer™
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Zdroj elektrické napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

Transiluminator TVR — 3121 (Spectroline, Albany, USA)

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

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

Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

Laboratorni sklo

Spi¢ky z umélé hmoty

Dalsi laboratorni pomucky (1zi¢ka, buni€ina, Spachtle...)

4.1.4 Chemikalie

Fenol (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno CR)

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim CR)

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

Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

Ethidium bromid (5mg/ml) (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)
Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

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

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

4.1.5 Roztoky

Lyza¢ni pufr (10 mM Tris—=HCl o pH 7,8; 5 mM EDTA o pH 8,0 a 3 mg/ml lysozymu)
DNA standard (obsahuje fragmenty DNA o velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 1100, 1200 a 1500 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR)

TE pufr (1 M Tris—HCI; pH 7,8; 0,5 M EDTA; pH 8,0 a destilovana voda)

CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)

0,5 x TBE pufr (Tris-base, kyselina borita, destilovana voda a EDTA)

Tris-HCI (Tris-baze, destilovana voda, koncetrrovana HCI, pro Upravu pH)

Fluorescenc¢ni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)
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4.1.6 Komponenty pro PCR

» PPP Master mix (smés DNA-polymerasy, smés dNTP, PCR pufr s Mg" ionty) (Top-Bio,
Praha, CR)

= dNTP (3 -deoxynukleosid-5"-trifosfaty)

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

= Primery specifické pro rod Bifidobacteria (Pbi F1, Pbi R2)) [26]

= Primery specifickeé pro rod Lactobacillus (R_alllact, F_alllact) [27]

= Primery specifické pro rod Bacteria (F_eub, R_eub) [27]

4.1.7 Magnetické nosice
Pro izolaci DNA byly pouzity magnetické nosi¢e F-kol B 100 ox (2 mg:ml™) pfipraveny
Ing. Danielem Horédkem CSc. na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd CR
v Praze. Vlastnosti téchto ¢astic jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Viastnosti magnetickych polymernich nosicii

polymer* | Fe [%hm] primér nosice [um] PDI* | Dn* | Dw* -COOH [mM - g™
PGMA 5,36 0,70 1,16 | 0,70 | 0,81 0,67

*PGMA — polyglycidyl methakrylat, PDI — index polydisperzity (pomér hmotnosti a poctu nosicii o primérné

velikosti), Dn — pocet éastic priimérné velikosti, Dw — hmotnost édstic priumeérné velikosti

4.1.8 Lyze bakterialnich bunék
Lyzované bunky bakteridlni kultury jsou oznacovany jako hruby lyzat bakteridlnich bunck a
jsou pouzity pro izolaci bakteridlni DNA dalSimi postupy. Z vybraného mlééného vyrobku byl
piipraven hruby lyzat, z néhoz byla izolovana DNA. Postup pfipravy hrubého lyzatu bunék je
shodny pro bakterialni kultury v tekutém zivném médiu i vybrany mléény vyrobek.

o Z tekutého mlééného vyrobku bylo odebrano po 1 ml vzorku do dvou 1,5ml
Eppendorfovych zkumavek a obsah byl dikladné resuspendovan ve 2 mi
lyza¢niho pufru s lysozymem.

. 1 ml bun&&né kultury byl centifugovan pii 10 000 otmin™ po dobu 3 minut
v 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkach.

o Vzorky byly inkubovény 1 hodinu pfi laboratorni teploté, obéas byly promichany.

o K suspenzi bylo pfidano 100 pl 10% SDS a 50 pl proteinasy K (100 pg-ml™)
a byla promichana.

o Vzorky byly inkubovany 1 hodinu v inkubéatoru pfi teploté 55 °C.

o Vzorky byly uchovany v mrazaku -20 °C, aby nedoslo k degradaci DNA.
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419 Fenolova extrakce bakterialni DNA

K 500 pl lyzatu bun€k byl piidan stejny objem fenolu (piedestilovaného, pH bylo
upraveno na hodnotu 7,8). Smés byla kyvavym pohybem opatrné promichavana
4 minuty.

Smés byla centrifugovana pii 14 500 ot-min™ po dobu 5 minut.

Byla odebréna vodni faze s DNA do ¢isté Eppendorfovy zkumavky (nesméla byt
odebréna proteinova vrstva)

Vodni faze s DNA byla doplnéna TE pufrem (1 M Tris—HCI; 0,5 M EDTA; pH 8,0)
na objem 500 pl a poté bylo ptidano 700 pl smési chloroform — isoamylalkohol (24:1).
Smés byla opatrné kyvavym pohybem promichéavana 4 minuty.

Smés byla centrifugovana pii 14 500 ot-min™ po dobu 5 minut.

Horni vodni faze DNA byla odebrana do ¢isté Eppendorfovy zkumavky.

DNA bylo piecisténo srdZzenim ethanolem.

4.1.10 Sréazeni DNA ethanolem

Pomoci automatické pipety byl zméfen objem vzorku DNA ve zkumavce a celkovy
objem byl upraven TE pufrem (LM Tris—HCI; 0,5 M EDTA; pH 8,0) na 400 pl
(pokud objem vzorku DNA nemél 400 pl).

Ke vzorku DNA byla pfidana 1/20 objemu 3 M octanu sodného (20 ul). Byl
promichan.

Byl piidan 1 ml (2,5 ndsobek objemu) ethanolu (96%) vychlazeného na -20 °C. Smés
byla promichana.

DNA byla sréZena pii -20 °C po dobu 15 minut.

Smés byla centrifugovana pii 14 500 ot:-min™ po dobu 15 minut (pii 4 °C). Opatrné
byl odlit supernatant. Dale bylo pracovano se sedimentem.

Sediment DNA byl vysuSen v exikéatoru (asi 15 min).

DNA bylo rozpusténo v 200 pl TE pufru a bylo uchovano pii 4 °C.

Takto ptipravena DNA byla pouzita pro agarézovou gelovou elektroforézu a pro
spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA.

4.1.11 Izolace DNA z hrubého lyzatu bunék z mléénych vyrobki pomoci

magnetickych mikrocastic

K izolaci bakterialnich DNA z hrubého lyzatu bun€k mlééného vyrobku byly pouzity
polyglycidyl methakrylatové magnetické mikroc¢astice P(GMA) s navdzanymi karboxylovymi
funk¢énimi skupinami na jejich povrchu (kapitola 4.1.7) . Hruby lyzat bun¢k z mlééného
vyrobku Kefirové mléko - visnové byl piipraven dle postupu uvedeného v kapitole 4.1.8.
Lyze bakterialnich bun¢k.

SloZeni separa¢ni smési a potadi pfidavanych sloZek pro izolaci DNA magnetickymi nosici
je uvedeno v tabulce 3.
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Tabulka 3: Slozeni separacni smési.:

Krok Slozka Podil (ul)
1 NaCl (5 M) 400
2 DNA 100
3 polyethylen glykol 6000 (PEG 6000) (40%) 400
4 Magneticky nosié¢ (2 mg-ml™) 100
Celkovy objem separacni smési 1000

e Po smichani komponent byla smés inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté. Smés
byla na chvili sto¢ena na minicentrifuze.

e Smés byla umisténa do magnetického separatoru (se zasunutym magnetickym pasem)
a magnetické ¢astice byly separovany 5 min pfi laboratorni teploté.

e Po uplynuti uvedené doby byl opatrn¢€ odebran supernatant.

e Z magnetického separatoru byl vyjmut magneticky pas, do mikrozkumavek
s ¢asticemi bylo ptidano 1 000 pl 70% ethanolu.

e Vzorek byl promichan, do separatoru byl zasunut magneticky pas a po 2 minutach se
ethanol opatrné odebral. Tato operace byla provedena 5-krat.

e DNA adsorbovana na magnetickych ¢asticich byla eluovéna pfi laboratorni teploté
do 50 ul TE pufru.

e Druhy den byly magnetické ¢astice odseparovany pomoci magnetického separatoru
a eluat obsahujici DNA byl odebran do ¢istych Eppendorfovych zkumavek.

4.1.12 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty bakterialni DNA

e Koncentrace a Cistota izolované DNA byla méfena spektrofotometricky pomoci
pfistroje NanoPhotometer.

e Jako referenéni vzorek byl pouzit TE pufr (1 M Tris—HCI; 0,5 M EDTA; pH 8,0), ve
kterem byla eluovana izolovand DNA.

e Byl pouzit lid 10 (vicko 10), které je optimalni pro koncentraci DNA ve vzorku 14-
700 ng-pl™. Bylo naneseno mnozstvi 3 ul vzorku, opticka draha byla 1 nm.

e Byla méfena absorbance v rozmezi vinovych délek 220-320 nm proti TE pufru. Byly
odec¢teny hodnoty absorbanci pii vinovych délkach 230 nm (minimum absorbance pro
DNA), 260 nm (maximum absorbance pro DNA), 280 nm (maximum absorbance pro
proteiny a 320 nm.

e Z hodnoty absorbance Azsonm byla vypoctena koncentrace DNA ve vzorku.

e Zhodnoty Azsonm/Azsonm byla urcena Cistota vzorku DNA. Idealni hodnoty by méla
byt v rozmezi 1,8-2,0

23




4.1.13 Gelova elektroforéza bakterialni DNA

Byl piipraven 0,8% agarosovy gel (0,4 g agarosy na 50 ml 0,5krat koncentrovany TBE
pufr); suspenze byla peclivé rozvafena Vv mikrovinné troubé, byla ponechana
k vychlazeni na teplotu asi 60 °C, suspenze byla nalita do elektroforetické vanicky
s hiebinkem a byla ponechana ptl hodiny tuhnout. Pfed nanaSenim vzorki na gel byl
hiebinek opatrné vyjmut.

Na parafilmu bylo smichano 15ul DNA a 3pul nanaSeciho pufru (6- krat
koncentrovany).

Byly naneseny dva vzorky DNA ziskané pomoci magnetickych nosicli a ziskané
pomoci fenolové extrakce. Dale byla nanesena DNA kmene Lactobacillus johnsonii
CCM 2935 piipravena jako kontrolni DNA.

Gel byl vloZen do elektroforetické vanicky v takové orientaci, aby zaporné nabita
DNA migrovala k anodé. Vanicka s gelem byla opatrné prevrstvena 0,5 X TBE pufrem
do vysky 5 mm nad gel a byl zapnut zdroj gelové elektroforezy (80 V 1,5 hod).
Separace byla ukoncena v okamziku, kdy bromfenolova modi obsazena v nandSecim
pufru doputovala do 2/3 délky agarosového gelu.

Po skoneni elektroforézy byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 ug-ml™) po dobu
20 minut.

Gel byl oplachnut v destilované vodé a byl umistén na transluminator, kde byl
vyhodnocen v UV svétle pii vinové délce L = 305 nm.

Byla provedena fotograficka dokumentace.

4.1.14 Priprava smési pro PCR

Vsechny komponenty PCR byly pied pouzitim rozmraZzeny promichany a kratce
zcentrifugovany.

Byla ptipravena smés pro PCR o celkovém objemu 25 pl

Poradi a objemy komponent pro PCR jsou uvedeny v tabulce 4

Tabulka 4: Slozeni smési pro PCR

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 9,5
PPP master mix 12,5

Primer (10 pmol-pl™) 1,0
Primer (10 pmol-pl™) 1,0
DNA matrice 1,0

Jako DNA matrice byla pouZita purifikovand DNA jednotlivych vzorku, ziedéna na
koncentraci 10 ng-pl™. Do reakéni smési byla pridavéana jako posledn.

Negativni kontrola (kontrola kontaminace reakénich komponent) byla piipravena
smichanim smési pro PCR a 1 pl vody pro PCR, kterd nahradila DNA matrici.
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e Jako pozitivni kontrola byla v ptipad¢ PCR s primery specifickymi pro doménu
Bacteria [27] pouZita DNA izolovana z typoveho kmene Lactobacillus johnsonii CCM
2935, v PCR specifické pro rod Lactobacillus o kulturu Lactobacillus paracasei
LOCK 0919 a proPCR specifickou pro rod Bifidobacterium [26] o kulturu
Bifidobacterium brevis . Koncentrace DNA byla vZdy 10 ng-pl™.

4.1.15 PCR primery

» Pro ptipravu PCR smési byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub,
R_eub)[27], pro rod Lactobacillus (F_all lact, R_all lact) [27]a pro rod Bifidobacterium
(Pbi F1, Pbi R2). [26]

= Sekvence primerd specifickych pro doménu Bacteria jsou uvedeny v Tabulka 55, pro rod
Lactobacillus v tabulce 6 a pro rod Bifidobacterium v tabulce 7.

Tabulka 5: Specifické primery pro doménu Bacteria [27]

Primery Sekvence primeru (5- 3") Velikost produkti PCR
F_eub TCCTAC GGG AGGCAGCAGT 466 b
R_eub GGA CTACCA GGG TATCTAATCCTGTT P

Tabulka 6: Specifické primery pro rod Lactobacillus [27]

Primery Sekvence primeru (5°- 3") Velikost produkti PCR
F_alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92b
R_alllact AAA TCT CCG GAT CAAAGCTTACTT AT P

Tabulka 7: Specificke primery pro rod Bifidobacterium [26]

Primery Sekvence primeru (5- 3") Velikost produkti PCR
Pbi F1 CCGGAATAGCTCC 914 b
Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT GTG AA P

4.1.16 PCR programy

= Byla provedena amplifikace izolované DNA pii raznych teplotnich programech
v z4vislosti na pouzitych primerech

= Teplotni program pro doménu Bacteria je uveden v tabulce 8, pro rod Lactobacillus
v tabulce 9 a pro rod Bifidobacteria v tabulce 10.

Tabulka 8: Teplotni program pro doménu Bacteria [27]

1.cyklus Denaturace Hybridizace Syntéza novych Posledni cyklus
(prodlouzena DNA primerd fetézci DNA (dosyntetizovani
denaturace DNA) DNA)
95 °C/5 min 95°C/30s 55°C/30s 72 °C/1 min 72 °C/5 min
30 cyklu
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Tabulka 9: Teplotni program pro rod Lactobacillus [27]

1.cyklus Denaturace Hybridizace Syntéza novych Posledni cyklus
(prodlouZena DNA primert fetézcti DNA (dosyntetizovani
denaturace DNA) DNA)
95 °C/5 min 94 °C/30 s 58 °C/30 s 72 °C/1 min 72 °C/5 min
30 cyklu

Tabulka 10: Teplotni program pro rod Bifidobacterium [26]

1.cyklus Denaturace Hybridizace Syntéza novych Posledni cyklus
(prodlouZena DNA primert fetézcti DNA (dosyntetizovani
denaturace DNA) DNA)
94 °C/5 min 94 °C/1 min 50 °C/1 min 72 °C/2 min 72 °C/5 min
30 cyklu

4.1.17 Gelova elektroforéza produktu PCR

Byly pfipraveny gely o rizném procentu agarosy dle délky naamplifikované DNA,
suspenze byla peclivé rozvarena v mikrovinné troubé, byla ponechana k vychlazeni na
teplotu asi 60 °C, suspenze byla nalita do elektroforetické vanicky s hiebinkem a byla
ponechana pil hodiny tuhnout. Pfed nanasenim vzorkd na gel byl hiebinek opatrné
vyjmut.

Byly naneseny dva vzorky DNA ziskané pomoci magnetickych nosict a dva ziskané
pomoci fenolové extrakce.

Do jedné z komurek byl nanesen DNA standard 100 — 1500 bp.

Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky v takové orientaci, aby zaporné nabita
DNA migrovala k anod¢. Vanicka s gelem byla opatrné pievrstvena TBE pufrem do
vySky 5 mm nad gel a byl zapnut zdroj gelové elektroforézy (80 V 1,5 hod).

Separace byla ukon¢ena v okamziku, kdy bromfenolova modi obsazena v nandSecim
pufru doputovala do 2/3 délky agarosového gelu.

Po skoneni elektroforézy byl gel obarven ethidium bromidem (0,5 ug-ml™) po dobu
20 minut.

Gel byl oplachnut v destilované vodé a byl umistén na transluminator, kde byl
vyhodnocen v UV svétle pii vinové délce L = 305 nm.

Byla provedena fotograficka dokumentace.
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4.2 VYSLEDKY
4.2.1 lzolace bakterialni DNA

4.2.1.1 Pomoci fenolové extrakce z hrubych lyzatii z mlécného vyrobku kefirové mléko —
vi§iiové

Hruby lyzat byl ptipraven z mlééného napoje Kefirové mléko s prichuti visen dle postupu

uvedeného v kapitole 4.1.8.

Byla provedena izolace DNA z hrubych lyzata vyrobku kefirové mléko — visnové metodou

fenolové extrakce podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.9.

Pfitomnost a relativni intaktnost izolované bakteridlni DNA byla ovéfena pomoci
agardzové gelové elektroforezy DNA a spektrofotometrickym stanovenim. Izolovand DNA
byla pouzita jako DNA matrice do PCR za pouziti primert specifickych pro doménu
Bacteria, rod Lactobacillus a rod Bifidobacterium.

4.2.1.2 Pomoci magnetickych nosicii 7 hrubych lyzdatit bunék 7 mlécéného vyrobku kefirove
mléko — visriové

Hruby lyzat bunék byl pfipraven z mlééného napoje Kefirové mléko s piichuti visen od

vyrobce Mlékarna Valasské Mezifi¢i dle postupu uvedeného v kapitole 4.1.8. Bakteridlni

DNA byla izolovana metodou magnetické separace pomoci magnetickych mikrocastic podle

postupu uvedeného v kapitole 4.1.11.

Pfitomnost a relativni intaktnost izolované bakteridlni DNA byla ovéfena pomoci
agardzové gelové elektroforezy DNA a spektrofotometrickym stanovenim. Izolovand DNA
byla pouzita jako DNA matrice do PCR za pouziti primera specifickych pro doménu
Bacteria, rod Lactobacillus a rod Bifidobacterium. [27]

4.2.2 Agarozova gelova elektroforéza bakteridlni DNA
Ptitomnost bakterialni DNA byla dokazana agarosovou gelovou elektroforézou. Gel Ize vidét
na obrazku 1. Pro identifikaci UV zafenim byl ptidan ethidium bromid. DNA izolovana
z kultury Lactobacillus johnsonii CCM 2935 byla nanesena jako pozitivni kontrola do béhu 2.
Postup préace je uveden v kapitole 4.1.13.
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chromosomalni DNA—»

RNA—>

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — DNA izolovana z vyrobku pomoci fenolové extrakce vzorek ¢. 1,
beh ¢. 2 - DNA izolovana z vyrobku pomoci fenolové extrakce vzorek ¢. 2, beh ¢. 3 — DNA
izolovoana z vyrobku pomoci magnetickych nosici vzorek ¢. 1, beh ¢. 4 — DNA izolovana
Z vyrobku pomoci magnetickych nosicii vzorek ¢.2, beh ¢. 6 Lactobacillus johnsonii
CCM 2935

Obrazek 1: Agardzova gelové elektroforéza DNA

Z kefirového mléka s ptichuti visen byla uvedenymi postupy izolovana chromosomalni DNA.
Ve vzorku DNA byla pfitomna RNA.

4.2.3 Spektrofotometrické stanoveni €istoty a koncentrace DNA
Koncetrace a Cistota izolované DNA byla zmétena spektrofotometricky. Byla zmétfena
absorbance u vzorku Kefirove mléko — visnové v rozmezi vinovych delek 220-320 nm
a stanovena koncentrace a Cistota DNA dle postupu uvedeného v kapitole 4.1.11. Vysledky
spektrofotometrického stanoveni jsou uvedeny v tabulce 11 a v tabulce 12.

Tabulka 11: Spektrofotometrické stanoveni bakterialni DNA izolované metodou fenolové extrakce

Koncentrace
A230 nm A260 nm AZBO nm A320 nm A260/280 nm A260/230 nm -1
[ng-pl”]
Vzorek 1 0,433 0,154 0,120 0,013 1,318 0,336 70,5
Vzorek 2 0,331 0,107 0,087 0,010 1,260 0,302 48,5
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Tabulka 12:Spektrofotometrické stanoveni DNA izolované metodou magnetickych nosici

Koncentrace
A230 nm A260 nm AZBO nm A320 nm A260/280 nm A260/230 nm -1
[ng-pl”]
Vzorek 1 0,057 0,028 0,031 0,008 0,870 0,408 10,0
Vzorek 2 0,212 0,096 0,095 0,037 1,017 0,337 29,5

Podle vysledku v tabulce 11 a tabulce 12 spektrometrického stanoveni koncentrace a istoty
lze vidét, Zze ve vzorcich stanovenych pomoci metody fenolové extrakce i magnetickych

vwr

1,8.

4.2.4 Dukaz pritomnosti bakterialni DNA pomoci PCR
Diikaz piitomnosti bakterialni DNA byl proveden metodou PCR s primery specifickymi pro
doménu Bacteria [27]. Postup préce je uveden v kapitole 4.1.15.

Byl amplifikovan specificky Usek o délce asi 466 bp (base pair). Jako pozitivni kontrola
byla pouZita DNA bakterialniho kmene Lactobacillus johnsonii CCM 2935, (10 ng-ul™).
Vysledky PCR jsou uvedeny na obrazku 2.
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1500 bp—>»

1000 bp ——»

Hi0ibp s <«—— 466 bp

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — negativni kontrola, béh ¢. 2 — DNA izolované z vyrobku pomoci fenolové
extrakce vzorek ¢. 1, 3 — DNA izolovand z vyrobku pomoci fenolové extrakce vzorek ¢. 2,
béh ¢ 5-DNA standard 100bp - 7500 bp, beh ¢ 7—DNA izolovoana zvyrobku pomoci
magnetickych nosici vzorek ¢. 1, béh ¢. 8 — DNA izolovoand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii
vzorek ¢. 2, béh ¢. 9 — pozitivni kontrola (Lactobacillus johnsonii CCM 2935, 10 ng-ul™)

Obréazek 2 - Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR specifickych pro doménu Bacteria [27]

4.2.5 Dikaz piitomnosti DNA rodu Lactobacillus pomoci PCR
Dtikaz pritomnosti bakterialni DNA rodu Lactobacillus byl proveden metodou PCR s primery
specifickymi pro rod Lactobacillus [27]. Postup prace je uveden v kapitole 4.1.16.

Byl amplifikovan specificky usek o délce asi 92 bp (base pair). Jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA bakterialniho kmene Lactobacillus paracasei LOCK 0919, 10 ng-ul™.
Vysledky PCR jsou uvedeny na obrazku 3
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1500 bp —
1 000 bp —>»

500 bp —»
400 bp —>»
300 bp —»

200 bp —»

100 bp —>» <«— 92 hp

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — DNA standard 100bp — 1500, b¢h ¢. 2 — negativni kontrola, béh ¢.3 —
Lcatobacillus paracasei, LOCK 0919,(10ng-ul™) béh ¢ 4— DNA izolovoana z vyrobku pomoci
magnetickych nosicii vzorek ¢. 1, béh ¢. 5 — DNA izolovan z vyrobku pomoci fenolové extrakce vzorek
¢ 1, béh ¢ 6 — DNA izolovoana z vyrobku pomoci magnetickych nosicii vzorek ¢. 2, beh ¢.7 — DNA

izolovana z vyrobku pomoci fenolové extrakce vzorek ¢. 2

Obréazek 3: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii specifickych pro rod Lactobacillus [27]

Z vysledka na Obrazek 3 Ize vidét, ze ve viech vzorcich byla prokdzana DNA rodu Lactobacillus.
Béh €. 2 by mél vyjit bez prokdzani DNA, jelikoZ se jedna o negativni kontrolu. Pravdépodobn¢ doslo
k znecisténi béhem piipravy PCR smési.

4.2.6 Dikaz pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium pomoci PCR

Dtikaz ptitomnosti bakterialni DNA rodu Bifidobacterium byl proveden metodou PCR
s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium. [26] Postup prace je uveden
v kapitole 4.1.17.

Byl amplifikovan specificky usek o délce asi 914 bp (base pair). Jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA bakterialniho kmene Bifidobacterium brevis, (10 ng-ul™). Vysledky PCR
jsou uvedeny na obrazku 4.
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<«——1500bp
<———1 000 bp
914 bp ————>»

<«——— 500 bp

<—100 bp

Schéma naneseni: béh ¢. 1 — negativni kontrola, béh ¢. 2 - Bifidobacterium brevis, (10 ng ul™),
beh ¢. 3— DNA izolovand z vyrobku pomoci magnetickych nosicii vzorek ¢ 2 béh ¢ 4— DNA
izolovoand z vyrobku pomoci magnetickych nosici vzorek ¢. 1, beéh ¢. 5 — DNA izolovanda z vyrobku
pomoci magnetickych nosicii vzorek ¢. 2, beh ¢. 6 — DNA izolovana z vyrobku pomoci magnetickych
nosicii vzorek ¢. 1, béh ¢.7 — DNA standard 100bp — 1500

Obréazek 4: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii specifickych pro rod Bifidobacterium [26]

4.2.7 Shrnuti vysledki
Metodou magnetické separace a fenolové extrakce byla izolovana DNA z mlééného produktu

elektroforézou DNA byla potvrzena ptitomnost DNA izolované z vyrobku kefirové mléko —
visen. Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace a ovéfena ¢istota izolované DNA.
Koncentrace izolované DNA byla pomoci metody fenolové extrakce piiblizné¢ dvojnasobna,
nez pomoci magnetickych nosi¢li, coz mohlo byt zplisobeno pii precisténi ethanolem
separac¢ni smési uvedené v Tabulka 3 a nasledné neopatrnym odebranim DNA uchycené na
magnetickych nosi¢ich. Spektrofotometrické stanoveni cistoty DNA po obou metodach
(fenolové extrakce, separace magnetickymi nosi¢i) bylo vyhodnoceno jako silné¢ zneciSténi
DNA bilkovinami.

Byla ziskana DNA v kvalité a koncentraci vhodné pro provedeni PCR. Pomoci PCR za
vyuziti primert specifickych pro doménu Bacteria [27], rod Lactobacillus [27] a rod
Bifidodbacterium [26] byla potvrzena ptitomnost bakterialni DNA ve vybraném vzorku
reprezentovaném vyrobkem kefirové mléko — visinové.
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4.3 DISKUZE

4.3.1 lzolace DNA z ¢istych bakterialnich kultur

Pro zjiSténi koncentrace a Cistoty bakteridlni DNA byla zméfend absorbance na
NanoPhotometru v rozmezi vinovych délek 230-320 nm. Cistota DNA z fenolové extrakce a
z magneticky nosi¢u byla stanovena z poméru absorbanci A26onm/A28onm. Tento pomér DNA
pro fenolovou extrakci je primérna hodnota ze dvou vzorka rovna 1,29 a pro magnetické
nosice je prumérnd hodnota tohoto poméru DNA rovna 0,94. Hodnota A2eonm/A280nm<1,8
znaCi silné znecisténi DNA bilkovinami. Znecisténi mohlo byt zpisobeno kontaminaci
ptidanymi latkami, které jsou ptirozené obsazeny ve vyrobku kefirové mléko — visiové nebo
byly vzorky $patné piecisténé ethanolem.

4.3.2 Gelové elektroforéza vzorku bakterialni DNA
Intaktnost DNA ziskané fenolovou extrakci a naslednym srazenim ethanolem z mé¢ného
vyrobku kefirove mléko — visniové byla ovéfena gelovou elektroforézou. Vzorek izolované
DNA byl nanesen na agarozovy gel, na gelu je viditelnd chromozomalni DNA a RNA. Na
gelu neni vidét viditelnd DNA, ktera byla izolovand pomoci magnetickych nosict, ziejmé
z divodu nizké koncentrace. Pritomnost RNA je ocekavatelna, protoze nebyla v priubéhu
pripravy hrubych lyzati bunék ¢i nasledné extrakce nukleovych kyselin nijak odstranovana.
Na zaklad¢ vysledku gelové elektroforézy DNA lze fici, Ze izolovana DNA neni degradovana.

4.3.3 Polymerazova retézova reakce

4.3.3.1 Diikaz piitomnosti bakterialni DNA pro doménu Bacteria

DNA z probiotického mlééného vyrobku (kefirové mléko — visnové) byla izolovana v kvalité
vhodné pro PCR metodou magnetické separace a fenolové extrakce. To bylo ovéfeno jejim
pouZzitim v PCR jako matrice. Piitomnost bakterialni DNA byla prokazana ve vSech vzorcich
potravinového vyrobku pomoci PCR pro doménu Bacteria se specifickymi primery PCR
(F_ eub a R _eub). [27] Po amplifikaci byly agarézovou gelovou elektroforézou na
agarézovem gelu detekovany specifické produkty PCR o velikosti 466 bp.

Z vysledk agardzové gelové elektroforézy produkti PCR specifickych pro doménu
Bacteria bylo zjisténo, Ze negativni kontrola byla mirn¢ zne¢isténa, coz mohlo nastat béhem
piipravy vzorku. Vzorek izolované DNA ma jasné viditelny pas v oblasti pro 466 bp stejné
jako pozitivni kontrola DNA kultury Lactobacillus johnsonii CCM 2935. To je dikaz Ze oba
vzorky obsahuji bakterialni DNA nélezici do domény Bacteria. Stejnou metodou byla
prokazana pritomnost DNA této domény ve vzorku i jinymi autory. [27]

4.3.3.2 Diikaz pFitomnosti bakteridlni DNA rodu Lactobacillus

DNA z probiotického mlé¢ného vyrobku (kefirové mléko - visinové) byla izolovana v kvalité
vhodné pro PCR metodou magnetické separace a fenolové extrakce. To bylo ovéfeno jejim
pouZzitim v PCR jako matrice. Piitomnost bakterialni DNA byla prokazana ve vSech vzorcich
potravinového vyrobku pomoci PCR pro rod Lactobacillus se specifickymi primery (F_all
lact a R_all lact). [27] Po amplifikaci byly agar6zovou gelovou elektroforézou na agar6zovem
gelu detekovany specifické produkty PCR o velikosti 92 bp.
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Z vysledkt 2 % agardzové gelové elektroforézy produktd PCR specifickych pro rod
Lactobacillus bylo zjisténo, Zze negativni kontrola byla mirné zneciSténa, coZz mohlo nastat
béhem piipravy vzorku. Vzorek izolované DNA ma jasné viditelny pés v oblasti pro 92 bp
stejné jako pozitivni kontrola DNA kultury Lactobacillus paracasei LOCK 0919. To je
dukaz, Ze vzorky obsahuji bakterialni DNA a naleZici do rodu Lactobacillus. Podobnou
metodou byla prokazana ptitomnost DNA rodu Lactobacillus ve vzorku i jinymi autory. [27]

4.3.3.3 Diikaz pFitomnosti bakterialni DNA pro rod Bifidobacterium

DNA z probiotického mlééneho vyrobku (kefirové mléko — visnové) byla izolovana v kvalité
vhodné pro PCR metodou magnetické separace a fenolové extrakce. To bylo ovéfeno jejim
pouZitim v PCR jako matrice. Pfitomnost bakterialni DNA byla prokdzéna ve vzorcich
fenolové extrakce potravinového vyrobku pomoci PCR pro rod Bifidobacterium se
specifickymi primery (Pbi_F1 a Pbi_R2), [26] metodou magnetickych nosi¢i se DNA
nepodafilo prokazat pravdépodobné kvili nedokonalému promichani roztoku vzorku. Po
amplifikaci byly agar6zovou gelovou elektroforézou na agar6zovem gelu detekovany
specifické produkty PCR o velikosti 914 bp.

Zvysledku 1,5 % agardzové gelové elektroforézy produkti PCR specifickych pro rod
Bifidobacterium bylo jisténo, Ze negativni kontrola nebyla znecisténa. Vzorky izolované DNA
maji jasné viditelné pasy u metody fenolové extrakce v oblasti pro 914 bp stejné jako
pozitivni kontrola DNA Kkultury Bifidobacterium brevis. To je dikaz, Ze vzorky maji
bakterialni DNA a nalezi pod rod Bifidobacterium. Podobnou metodou byla prokédzana
ptitomnost DNA rodu Bifidobacterium ve vzorku i jinymi autory. [26]
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4.4 ZAVER

Teoreticka cCast bakalafské prace se zabyva probiotickymi bakteriemi, molekularnim
genetickymi metodami a jejich vyuZiti k identifikaci probiotickych bakterii. Z celkového
prehledu metod pouzitych pro analyzu probiotickych bakterii v potravinach je ziejmé, Ze je
kladen didraz hlavné na to, aby byly rychlé, levné a m¢li velmi vysokou citlivost pro rozliSeni
druht, kmend a rodd. V nékterych piipadech tyto molekularni genetické metody musi byt
spolecné kombinovany, aby se dosahlo ptesnych vysledka.

V experimentalni Casti bakalaiské prace byla odliSnymi metodami izolovana DNA z
probiotického mlééného vyrobku kefirové mléko — visnové. Jednalo se o metodu separace
magnetickymi nosi¢i a fenolovou extrakci. Kvalita a Cistota izolované DNA byla prokazana
metodami agardsové gelové elektroforézy DNA a spektrofotometricky. 1zolovana DNA byla
nasledné pouzita jako DNA matrice pro metodu PCR. Analyzou PCR produktd byla
potvrzena pritomnost bakterialni DNA v testovaném vyrobku. Obéma uvedenymi metodami
byla ziskana DNA v kvalit¢ i mnozstvi vhodném pro PCR. V mléném vyrobku byly
prokazany bakteridlni kmeny rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, coz se shoduje s Udaji
uvedenymi vyrobcem.

35



5 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

MO - mikroorganismy

WHO - Svétova zdravotnicka organizace
PCR - polymerazova fetézova reakce

DNA - deoxyribonukleové kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

PEG - polyethylen glykol

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina
bp — par bazi (base pair)

RT — PCR - reverzné transkripéni PCR
PMA — propidium monoazide

EMA - ethidium monoazide

SSR - jednoduché repetetivni sekvence
RAPD - ndhodné amplyfikace polymorfni DNA
FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

MALDI TOF MS — maticova asistovana laserova desorp¢ni ionizace s detektorem hmotnostni

spektrometrie

FTIR — fourierova transformace infracervené spektroskopie
DGGE - denaturacni gradientova elektroforéza

SSCP - polymorfismus konformace jednotetézcti

SSR - jednoduché repepetivni sekvence

gPCR - kvantitativni polymerazové reakce
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