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ABSTRAKT

Riizné druhy rodu Bifidobacterium jsou soudasti bézné stfevni flory lidi 1 zvirat. Jsou znamé
pro sviyj prospésny vliv na zdravi a proto je lze vyuzit v potravinach a farmaceutickych
produktech jako probiotika. Mimo jogurty a fermentovana mléka lze nyni vyuzit 1 svr jako
potravinovy nosi¢ probiotickych bakterii. Tato diplomova prace byla zaméfena na
optimalizaci 1izolace bakterii rodu Bifidobacterium. Kizolaci DNA byly pouzity
magnetického ¢astice (P(HEMA-co-GMA)) v pritomnosti 8% polyethylenglykolu PEG 6000
a 5 M chloridu sodného a metoda fenolové extrakce s naslednym piesrazenim ethanolem.
Izolovana DNA pak byla pouzita v doménové, rodoveé i druhoveé specifickych PCR. Metoda
optimalizovana pro prikaz bakterii rodu Bifidobacterium v tvrdvch syrech byla testovana na
experimentalné pripravenych probiotickych syrech, které obsahovaly potencialni probiotické
bakterie ze sbirky Laktoflora. Tyto bakterie byly zarazeny do druhu pomoci PCR s druhove
specifickymi primery. Ve vSech vzorcich probiotickych syri byla prokazana pfitomnost
bakterii druhu Bifidobacterium animalis.

ABSTRACT

Different species of genus Bifidobacterium are part of human and animal intestinal flora.
These bacteria have benefit effects and therefore they are used in foods and pharmaceutical
products as probiotics. Cheese is now suitable as a probiotic matrix except yoghurts and
fermentated milks. This diploma thesis was focused on optimalization of DNA isolation from
bacteria of genus Bifidobacterium. Magnetic microparticles (P(HEMA-co-GMA)) were used
for DNA isolation in presence of 8% polyethyleneglycol PEG 6000 and 5 M sodium chloride.
Phenol extraction weas also used as an isolation method. Isolated DNA was used for
amplification in domain, genus and species specific PCRs. Optimized method was tested for
detection of bacteria of genus Bifidobacterium in experimentaly prepared probiotic cheeses.
These cheeses contained potential probiotic bacteria from Laktoflora collection. Bacteria were
identified into species using species specific PCR. Species Bifidobacterium animalis was
identified in all samples of probiotic cheeses.

KLICOVA SLOVA

Bifidobacterium, syr, magnetické &astice, izolace DNA, amplifikaéni metody (PCR)
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Bifidobacterium, cheese, magnetic microparticles, DN A isolation, amplification methods
(PCR)
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1 UVOD

1.1  Rod Bifidobacterium
1.1.1 Historie

Bakterie rodu Bifidobacterium poprvé izoloval roku 1900 Tissier ze stolice kojench a
pojmenoval je jako Bacillus bifidus. Vroce 1920 Holland zaradil tyto baktérie do Celedi
Lactobacillaceae a poyjmenoval jako Lactobacillus bifidus. V roce 1924 Orla-Jensen navrhl
zafazeni téchto baktérii do samostatného rodu Bifidobacterium. Na zakladé podobnosti s
baktériemi rodu Lactobacillus byly bifidobaktérie dlouho fazeny mezi laktobacily [1]. V roce
1957 byl pro n& vytvoreny novy rod Bifidobacterium. Ktomuto kroku vedly jeho
charakteristické morfologicke, fyvziologické a biochemické vlastnosti [2].

1.1.2 Charakteristika

Bifidobakterie jsou gram-pozitivni a nesporulyjici [3], katalaza-negativni bakterie [2]. Jedna
se 0 nepohyblivé ty¢inky, maji velmi rozmanity tvar, obvykle jsou mirmeé zakfivené a kyjovité
a Casto zhustélé ¢i s naznaky vétveni. Jsou usporadané jednotlive, po dvou ve ,,V* seskupeni,
oblas 1 v fetizeich, palisadach nebo rizicich. Prilezitostné vykazuji ztlusténé kokovité tvary
[4]. Morfologicky jsou podobné nckterym druhlim laktobacili, proto byly také diive
k laktobacilim fazeny [5]. Morfologie Bifiodbacterium animalis j¢ uvedena na Obr. 1.

Jedna se o anaerobni bakterie, nékteré druhy mohou tolerovat nizké koncentrace kysliku [5],
ale jen za pfitomnosti CO, nebo biogennich faktorh. Na Petriho miskach za aerobnich
podminek nerostou. Jejich optimalni rast je vrozmezi 37 az 41°C, hrani¢ni teploty jsou
vrozmezi 25 az 28 °C (minimum) a 43 az 45 °C (maximum). Jejich optimalni hodnota pH pro
rist je 6,5 az 7,0. Nerostou pii pH 4,5 az 5,0 a 8,0 az 8,5. Jgjich kolonie jsou na tuhych
médiich hladké, vypouklé s hladkymi okraji, smetanove bilé, lesklé a mékké konzistence [2].

Obr. 1: Bifidobacterium animalis |0]
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1.1.3 Metabolismus

Bifidobakterie jsou chemoorganotrofy, které aktivné fermentuji fadu cukrii za produkce
prevazné kyseliny octové a mlééné v molarnim pomeéru 3:2. Naopak CO,, kyselinu maselnou
ani propionovou netvori [4]. Nekteré kmeny vykazuji v mléku mirnou proteolytickou aktivitu
[2]. Mohou také fermentovat laktozu, galaktézu a nekteré pentozy [5]. Klicovym enzymem v
jejich metabolismu je fruktozo-6-fosfat fosfoketolaza, ktera §tépi fruktozo-6-fosfat na
erytrozo-4-fosfat a acetyl fostat [1].

1.1.4 Taxonomie a fylogeneze

Taxonomické zarazeni bakterii rodu Bifidobacterium je nasledujici [7].

Doména: Bacteria

Oddéleni: Firmicutes

Ttida: Actinobacteria
Rad: Bifidobacteriales
Celed Bifidobacteriaceae
Rod: Bifidobacterium

Vsechny druhy patiici do rodu Bifidobacterium byly identifikovany na zakladé analyzy gentli
pro 16S rRNA a 23S rRNA a tvofi nezavislou fylogenetickou vétev [7]. Rod Bifidobacterium
byl roz¢lenén na 5 podskupin na zikladé analyzy genovych sekvenci kodujicich 16S rRNA
(Obr. 2). Na zakladé ribotypizace byl tento rod roz¢lenén do 9 klastri, ze ktervch je ziejma
mezidruhova geneticka diverzita [8].

Rod Bifidobacterium zahrnuje v soucasné dob& 29 druhli, z nichz nékteré se dale ¢leni do
poddruhti nebo biotopti [9].
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Obr. 2: Fylogeneticky strom ziskany analyzou geni 16S rRNA jednotlivych druhii
[7. upraveno].

1.1.5 Vyskyt a vyuziti

Bifidobakterie jsou obecné nepatogenni a jsou soucasti bézné stievni flory lidi 1 zvirat [10].
Plocha gastrointestinalniho traktu je 150 — 200 m* a GIT dosp&lého &lovéka je kolonizovano
v piméru vice nez 10" mikrobialnimi bufikami, které jsou reprezentovany vice nez 400
bakteridlnimi druhy. Jedna se predev§im o gram-pozitivni, anaerobni rody Bacteroides,
Eubacterium a Bifidobacterium. Slozeni strevni mikroflory se méni v zavislosti na oblasti a je
ovliviiovano jak slozenim potravy, vekem, fyziologickym stavem tak 1 genetickymi
piedpoklady hostitele. S vyuzitim molekularné biologickych metod bylo zjisténo, Ze u
kazdého ¢lovéka je druhové zastoupeni rodu Bifidobacterium unikatni [11]. Jsou také soucasti
vaginalni mikroflory ¢lovéka, dutiny ustni, vyskytuji se také ve stfevech veéel a jiného hmyzu
a vodpadnich vodach [12]. Bifidobakterie maji vyznamnou ulohu v intestinalnim traktu
kojencti. Nachazi se ve velkém mmnozstvi ve stolici kojencti krmenych matefskym mlékem.
V mensim mnozstvi jsou 1 ve stolici kojenclh krmenych piipravky z kravského mléka [2].
Vyskyt vybranych zastupct rodu Bifidobacterium je uveden v Tab. 1.

Rist bifidobakterii podporuji tzv. biogenni faktory: laktuléza (B-galaktozidofruktoza), N-
acetyl-D-glukézamin obsahujici  sacharidy (bifidus faktor 1), transgalaktozylované

oligosacharidy a dalsi. Tyto latky spolu s obsazenymi latkami a vlastnosti mateiského miléka
stimuluyi riist bifidobakterii v tlustém stieve [2].
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Tab. 1: Vyskyt vybranych zastupcl rodu Bifidobacterium [1].

Druh Prostredi, ve kterém se vyskytuji
B. bifidum stolice dospélych lidi, kojenci a telat; vagina lidi
B. breve stolice kojenct a telat; vagina lidi; odpadni vody
B. dentium zubni kaz; Gstni dutina; stolice dospélych lidi; apendix
B. gallicum stolice lidi
B. infantis stolice kojenct a telat
B. lactis fermentované mléko
B. longum stolice dospelych lidi, kojencii a telat; vagina lidi; odpadni vody
B. suis stolice telat

Bifidobakterie maji  antagonisticky uU¢inek proti riznym stfevnim  patogenim
mikroorganismiim véetné druhti Escherichia coli, Shigella dysenterie a Yersinia enterolitica.
Patogenni mikroorganismy jsou eliminovany diky tomu, ze bifidobakterie produkuji velké
mnozstvi kyselin a tak snizuji okolni pH, ¢imz je rist patogenii potlacen [1]. Bifidobakterie
jsou znamé pro svij pozitivni vliv na zdravi a jsou proto pouzivany jako probiotika
v potravinach a farmaceutickych produktech [10]. Jako probiotika jsou pouzivany hlavné B.
longum, B. infantis a B. bifidum [12].

1.2  Probiotické vlastnosti
1.2.1 Probiotika

Termin pochazi ze dvou feckych slov pro a bios = pro zivot a je protikladem terminu
antibiotikum, z feckého anti = proti a bios = zivot. Navrhl ho Parker v roce 1974 a oznacil jim
organismy 1 latky, které prispivaji k mikrobialni rovnovaze v travicim ustroji hospodarskych
zvitat. Pozd&i se timto poyjmem rozumély zivé mikroorganismy, které byly podavany nejen
zvitatim, ale 1 lidem, s cilem optimalizovat prostredi v travicim astroji [13].

Nyni jsou probiotika definovany jako Zivé mikroorganismy, které pokud jsou podavany
v dostatecném mnozstvi, maji pozitivni efekt na zdravi hostitele [14]. Probioticka potravina je
definovana jako zpracovany produkt, ktery obsahuje zivé probiotické mikroorganismy
ve vhodné matrici a dostatecné koncentraci [15]. Tedy jejich viabilita a metabolicka aktivita
musi byt udrzovana béhem vsech krokl vyroby potraviny, od pocatku vyrobniho procesu az
po poziti konzumentem a musi byt schopny prezit v gastrointestinilnim traktu [16].

1.2.2 Kritéria vybéru probiotickych mikroorganismi

Vliv probiotickvch kment na lidské zdravi musi byt védecky ovéfen [17]. Vsechny nové
kmeny musi byt testovany zvlast, nelze predpokladat vlastnosti na zakladé pribuznosti
kment. Jsou testovany biochemické vlastnosti, vyuziti kmene a dalsi vlastnosti [18], které
jsou testovany na laboratornich zvifatech jako jsou mysi, popiipadé prase, nebo na
dynamickych modelech GIT traktu i vitro [19]. Vysledky musi byt potvrzeny nezavislymi
védeckymi skupinami a publikovany ve védecké literatuie [18].
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Teoreticky zaklad vybéru probiotického mikroorganismu zahrmuje bezpec¢i, funkéni a
technologické hlediska [20]. Aspekty bezpedi zahrnuji nasledujici body :

YV VYV Y VY

>

bakterialni druhy uréené pro ¢lovéka jsou prednostné lidského ptivodu

bakterie jsou izolovany ze zdravého gastrointestinalniho traktu ¢loveka

v minulosti nebyly patogenni

v minulosti nebyly spojeny s infek&ni endokarditidou a poruchami GIT traktu
nedekonjuguji zlucové soli (nekonjugované nebo dekarboxylované zlucové soli by
mohly negativné plisobit v tenkém stievu [21]

nejsou nositeli genu pro rezistenci antibiotik

Funkéni pozadavky na probiotika by mély byt stanoveny s pouZitim metod ix vifro a vysledky
téchto studii by mély byt potvrzeny kontrolnimi studiemi. Pii vybéru vhodného probiotického
druhu by mélo byt zvazeno nékolik hledisek:

# tolerance ke kyselému prostiedi GIT ¢loveka

# tolerance ke zlu¢ovym kyselinam (dilezita vlastnost pro pieziti v tenkém stieve)

# adhese k bunkam stievniho epitelu a persistence v GIT ¢loveka

» immunostimulace, ale bez proinflamatorniho efektu

» antagonisticka aktivita vi¢i patogentm jako je Helicobacter pyroli, Salmonella sp.,

Listeria monocytogenes a Clostridium difficile.

» antimutageni a antikarcinogeni vlastnosti

Ackoliv spliiji probiotické druhy nezbytné vlastnosti jako je bezpecnost a funkéni kritéria,
jsou také velmi dulezité dalsi aspekty spojené s produkei probiotik a s vyrobou probiotickych
potravin. Pi1 vybéru probiotického druhu je potieba brat v ivahu také nektera technologicka
hlediska, jako jsou:

» dobré senzorické vlastnosti; rezistence k fagim
» viabilita v pribéhu celého procesu ; stabilita v produktu a béhem skladovani

Dobra viabilita a aktivita probiotik je povazovana za nutny predpoklad optimalni funkc&nosti.
Nicméné nekolik studii prokazalo, ze neviabilni probiotika mohou mit také pfiznivé Gcinky
jako napf. regulaci imunity a vazani karcinogeni vtéle hostitele [22]. Nékteré ucinky
probiotickych bakterii jsou uvedeny na Obr.3.

produkce kratkjch

fetézel mastnych
kyselin
aktivace ﬁ
imunitniho syntéza

systému Q ' @ vitamin{

pokles pH v
tlustem stfevé

metabolismus
Zlu€ové kyseliny

rozvoj sliznice
Jako bariery

Obr.3: Vybrané acinky probiotickych mikroorganismi [23]
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1.2.3 Uginky probiotik na lidsky organismus

Probiotické druhy maji prospésny vliv na lidské zdravi [24] a jsou povazovany za nepatogenni
a bezpetné . Oviem bylo zaznamenano, Ze 1 tyto mikroorganismy mohou byt infek¢ni nebo
mit nepiiznivé Gcinky naptiklad pokud je intestinalni funkce silné narusena u podvyzivenych
déti nebo dospélych pacientl, a u immunosupresivnich pacienti [25]. Prospésné ucinky
probiotik jsou nasledujici:
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» Snizeni vvskvtu alergic — v primyslovych statech stoupa poéet vyskytu alergie.

Alergie je nepiiméfena reakce imunitniho systému na antigenni podnét. 1.écba pomoci
probiotik je u¢inna u novorozencli a malych déti. Pozitivni vysledky nebyly zatim
prokazany u starsich déti a dospivajicich [26].

Snizeni vvskytu rakoviny — hypotézou je, ze probiotické kultury mohou snizit expozici
chemickym karcinogentiim detoxikaci piijimanych karcinogenti, zmenou intestinalniho
prostiedi a tim padem snizeni populace nebo metabolické aktivity bakterii, které
mohou produkovat karcinogeni slouceniny, produkci metabolith (napi. butyratu),
ktery podporuje schopnost bunék odumiit v okamziku, kdy maji umfit (proces znamy
jako apopteze nebo programovana bunécna smrt);, produkei latek, které inhibuji riist
bun&énych tumorh nebo stimulaci imunitniho systému vedouci k lepsi obrané vici
rakovinovému bujeni.
Védei zkoumali vliv konzumace fermentovaného mléka, probiotickych bakterii,
bakterialnich latek nebo bakterialniho extraktu a pfisli na to, ze doslo ke:

¢ snizeni vyskytu chemicky indukovanych tumorii u krys

e snizeni aktivity fekalnich enzymi  (B-glucuronidazy, azoreduktazy,
nitroreduktazy a 7-a-dehydrogenazy), které podle predpokladi hraji roli u
rakoviny tlustého streva lidi a zvirat
degradaci nitrosoaminti
oslabeni mutageni aktivity latek testovanych v laboratofi
prevenci poskozeni DNA v urcitych burikach tlustého stieva
vazbé mutagent in vitro latkami z bun&éné stény probiotickych bakterii
zlepseni ¢innosti imunitniho systému
Tyto wvysledky naznacuji, Zze probiotické kultury mohou pozitivné ovlivnit
gastrointestinalni prostedi a snizit riziko rakoviny [27]

Snizeni hladiny cholesterolu v séru — probiotické bakterie fermentuji nestravitelné
sacharidy a produkuji kratké retézce mastnych kyselin ve strevé. Ty pak mohou
zpusobit snizeni hladiny lipidii v krvi imhibici svntézy cholesterolu vjatrech a
roziifeni cholesterolu z plasmy do jater [28]. Bifidobakteric mohou enzymaticky
dekonjugovat zlucové kyseliny, ¢imz se reguluje hladina cholesterolu v krvi [29].

Diarrhea — probiotika maji preventivni a 1éfebny ucinek na nékolik typt diarrhey
rizného pavodu [30].



» Hypertenze — vysledky védeckych praci dokazuji, 7e konzumace urcitych laktobacild
nebo produktl z nich vytvofenych mohou snizovat krevni tlak u mirné hypertenznich
jedinct. Aby byl efekt Gi¢inny, neni potieba zivé bakterie Lactobacillus [31].

» Snizeni vvskvtu Helicobacter pyroli — jedna se o bakterii, ktera kolonizuje 7aludek a
muze zpusobit zaludecni viedy a rakovinu zaludku. Laboratorni studie provadéné na
zvitatech ukazaly, Zze antibakterialni latky vcetné organickych kyselin produkované
néktervmi laktobacily inhibuji riist a prezivani tohoto patogenu [32].

» Zmiméni zanétlivych reakei — probiotika upravujici intestinalni prostiedi pomahaji
v profylaxi a 1é¢bé zanétlivvch onemocnéni jako jsou Crohnova choroba, pouchitida a
dalsi idiopaticka stirevni onemocnéni [29]

1.3 Probiotické syry

V soucasnosti jsou probiotické potraviny omezeny prevazné na fermentované mlééné napoje a
jogurty obsahujici prospésné probiotické kultury jako jsou laktobacily a bifidobakterie, které
jsou uvadény na trzich v Evropé, Japonsku, USA a Australii [33]. Mnozstvi studii
zabyvajicich se kulturami a technologiemi spojenymi s fermentovanymi mléky a jogurty
pouzivanymi jako potravinové nosice probiotickych bakterii ukazuji, Ze tyto produkty nemusi
byt optimalni pro udrzeni doporuceného mnozstvi bakteridlnich druhti. Tuto skutecnost
dokazuje slaba wviabilita bifidobakterii v komerénich jogurtech. Syr by mohl byt alternativni
potravinovou matrici, ktera by obsahovala probiotické bakterie vtakovém dostatecném
mnozstvi, ze se projevi jeho pfiznivé ucinky na hostitele [34]. Funkéni potraviny lze
produkovat s pridavkem probiotické kultury v svru, pokud zistava dostateéné mnozstvi
zivych bakterii béhem zrani syru a jeho doby trvanlivosti. Také je dilezité, aby pridavek
probiotickych bakterii neovlivnil chut’, texturu nebo vzhled syru.

Probiotické bakterie pfidané do syru musi byt schopny v lidském streve riist a mnozit se, aby
se projevil jejich pozitivni vliv na zdravi konzumenta. Proto by mély byt schopny piezit
prichod gastrointestinalnim traktem (GIT) cloveka, kde jsou vystaveny plisobeni kyseliny
chlorovodikové v zaludku a zluéi v tenkém stieve [35].

Ve skute¢nosti je syr vhodnou nahradni matrici pro pfisun probiotickych bakterii misto
fermentovaného mléka nebo jogurth vzhledem k nasledujicim potencialnim vyhodam. Tvofi
pufr (ochranu) viici velmi kyselému prostredi gastrointestinalniho traktu a tak tvofi pfiznivesi
prostiedi s vy8sim pH pro preziti bakterii v celém prichodu Zaludkem. Navic husty matrix a
relativné vysoky obsah tuku v syru mohou piispét k ochrané bakterii v zaludku [36]. Tento
objev byl potvrzen také Sharpem, McMahonem a Broadbentem [37].

Pritomnost prebiotik inulinu a oligofruktézy podporuji rychlost ristu bifidobakterii a
laktobacilli, navic vzrista produkce laktatu a kratkych fetézeti mastnych kyselin v syru [38].
Navic k tomu, co uz bylo feceno, probiotické produkty musi G¢inné v kontrolnich klinickych
testech prokazat, ze probiotické vlastnosti nebyly pozménény nebo ztraceny béhem
technologickych procesit spojené s vyrobou probiotickych potravin  [35]. Ukazka
probiotického syru s pfidavkem bifidobakterii po 1 mésici zrani je uvedena na Obr.4.
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Kontrolni syr Probioticky syr

#iva probioticka kultura
(zeleng)

Obr.4: Ukazka syru ¢edar, ve kterém piezivaji probiotické bakterie ve vysokém mnozstvi a
ktery byl zkouman mikroskopicky s vyuzitim CSLM, probiotické bakterie byly v syru
identifikovany pomoci metody LIVE/DEAD [39].

1.3.1 Vyroba syru

Jelikoz se mléko rychle kazi, syr je v podstaté forma uchovani mléka. Vsechny syry at’ zrajici
nebo kyselé mohou byt klasifikovany jako méekké, polomekké (polotvrdé), tvrdé nebo velmi
tvrdé v zavislosti na obsahu vody. Ackoliv je tato klasifikace libovolna a prakticka, pomaha
systematicky seskupovat syry s podobnymi zakladnimi znaky a vlastnostmi jako je vlhkost,
konzistence ¢ kompaktnost syru [40]. Pro vyrobu syru je nutna koagulace mléka, nejcastéji
pusobenim chymosinu na k-kasein, kdy dochazi k porugeni kaseinovych micel. V tomto kroku
dochazi v podstateé k dehydrataci mléka v kombinaci s dal§imi ochrannymi procesy jako jsou
kultivace, okyseleni, soleni, baleni a chlazeni [41]. Syfené mléko je pak krajeno a
homogenizovano s cilem vylouceni vody v procesu zvaném syneréza [42]. Tvaroh se pozdé&ji
necha odkapat, osoli se a bali se jako Cerstvy syr. Mnoho syrti vyzaduje dalsi Cas, aby dosahly
svych specifickvch vlastnosti, zvlagté chuti a aroma. Proto jsou uchovavany ve specialnich
mistnostech, kde jsou po uréitou dobu kontrolovany podminky prostiedi. Takovémuto
procesu se fika zrani a finalni produkt se pak oznacuje jako zrajici syr [41].

1.3.2 Technologické prekazky a stabilita probiotickych syri

Hlavni problém spojeny s pouzitim probiotickych kultur ve vyzkumu funkénich potravin je
udrzeni jejich Zzivotaschopnosti v pribéhu celé¢ho procesu. Probiotické mikroorganismy by
meély byt dostupné 1 pro inkorporaci do potravinovych produkti, tak ze pak zistavaji zivé a
ucinné (v komerénim mertitku) 1 béhem konzumace. Probiotika by také mély byt schopné
prezit primyslové metody, napi. standardni mlékarenské zpracovani nebo farmaceutické
vyrobni postupy, a byt schopné rust a prezit ve velkém mnozstvi béhem doby skladovani
produktu. Navic z pohledu vyroby potraviny je zadouci, aby byly kmeny dostupné v Sirokém
primyslovém méfitku a mohly snést jiz zminované podminky jako je lyofilizace nebo
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sprejové suseni. Kromé& toho by probiotické kmeny inkorporované do potravin mély mit
GRAS status (generally regarded as safe) a nemély by vést k nezadoucim senzorickym
zménam chuti, aroma, textury a dalSich vlastnostech [35]. Technologické pfekazky ve vyrobé

probiotického syru jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Technologické ptekazky ve vyrobé probiotického syru [43].

Krok Problém Mozné feSeni
Inokulace v" Interakce probiotickych v' Predbé&zné testy pro zjisténi nejvhodnéjsi
probiotickymi bakterii a startovaci kombinace probiotické a startovaci kultury
bakteriemi kultury mohou mit v Pouzivat druhy od stejného dodavatele
negativni dopad v Kontrolovat riizné momenty piidavku
Ztrata zivych probiotické kultury (sledovani dopadu na
probiotickych bungk konecné vydaje a peziti probiotik)
v syrovatce béhem suseni
Soleni Probiotické bakterie jsou | v Mikroenkapsulace
citlivé k vysokym v Vybér vhodného druhu (informace o druhu
koncentracim soli od dodavatele)
Baleni Probiotické bakterie jsou | v' Vybrat vhodny balici systém: plastova
citlivé na kyslik folie s nizkou propustnosti pro kyslik,
vakuové baleni nebo aktivni baleni
v" Inkubace bungk v sub-letalnich
podminkach pro rozvoj odolnosti viici
solim
v Vybér vhodného druhu (informace o druhu
od dodavatele)
Zrani v' Pieziti probiotickych v Mikroenkapsulace
bakterii béhem zrani syra | v* Optimalizace podminek zrani
v predb&znych testech
Podminky v Neadekvatni skladovaci v" Pfisna kontrola teploty skladovani
skladovani podminky ovliviujici
preziti bakterii

Probiotické bakterie pouzivané v potravinach, jako jsou Lactobacillus spp. a Bifidobacterium
ssp., maji mikroaerofilni nebo anaerobni metabolismus. Proto pro jejich preziti maze kyslik
predtavovat ohrozeni. Obecné je Bifidobacterium ssp. vice senzitivni ke kysliku nez L.
acidophilus, diky jeho pfirozenym anaerobnim vlastnostem, ackoliv se tato citlivost méni
podle predchozich generacich mikroorganismt [44]. Dal3i vlastnosti zahrnuji stupen acidity,
schopnost dobfe riist v mléénych médiich a rychle zkysnout miléko, zkratit fermentacni dobu a
nasledné snizit riziko kontaminace béhem pfipravy inokula.

Aby mohly byt probiotické bakterie pouzity pii vyrobé syrovych produktii, mize byt nékdy
proces pozménén a prizptisoben pozadavkim bakterialniho druhu. Tam, kde to neni mozné,
mohou byt pouzity jiné probiotické druhy nebo mohou vznikat Gplné nové produkty [43].
Obecné by probiotické kmeny mély byt technologicky kompatibilni s procesy vyroby zadané
potraviny. S ohledem na vyvoj probiotickych syri to znamena, ze takové druhy by mely byt
kultivovany ve vysoké koncentraci bun¢k pro inokulaci svru nebo by mély byt schopné
mnozit s¢ béhem vyroby a/nebo zrani [45]. Obecné by mél mit probioticky syr stejné
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parametry jako tradini syr, inkorporace probiotickych bakterii by neméla vést ke ztrate
kvality produktu. V této souvislosti stupen proteolyzy a lipolyzy musi byt stejny nebo
dokonce lepsi nez u syru bez funk¢ich vlastnosti.

Kwili vyrobnimu procesu se Cerstvy syr zda byt idealni nosi¢ probiotickych bakterii, béhem
skladovani je vystaven chladnym teplotam a jeho doba skladovani je omezena. Bylo
publikovano mnoho védeckych praci zabyvajicich se Cerstvym syrem a probiotickymi
kulturami, které popisuji vhodné mnozstvi zivych bunek a jejich pozitivni vliv na texturu a
senzorické vlastnosti syrit. Obvykle je denné konzumovano okolo 100g syra populace okolo
10° CFU/g vede piijmu 10® CFU/ v denni porei [43].

1.3.3 Senzorické vlastnosti proiotickych syri

Probiotické kultury nemaji sklon silné modifikovat senzorické vlastnosti produktii, do kterych
byly pridany [46]. Nejvic se to tyka zrajicich syrti obsahujicich bifidobakterie, jelikoz
produkuji vysoké mnozstvi kyseliny octové podobné jako kyseliny mlééné v molarnim
poméru 2:3 pi1 kvaseni laktozy pres cestu fruktozo-6-fosfatu. V malém mnozstvi ma kyselina
octova pozitivni vliv na aroma probiotického syru. Nicméné nadmérné koncentrace jsou
nezadouci, zpasobuji off-flavour [47]. Je dilezité ovéfit senzorické vlastnosti probiotického
syru, ve srovnani s produkty bez probiotickvch mikroorganismi, za a&elem ziskat co
nejpresngjdi vysledky vlastnosti produkt. Pokud je to mozné, senzoricky profil by mél byt
zjistén s pouzitim vhodnych senzorickych technik jako deskriptivni kvantitativni analyza [48].

1.4  Magneticke separacni techniky

Magnetické separaéni techniky, vyuzivajici Castice mikroskopickych rozmérd s vazanymi
afinitnimi ligandy, piedstavuji novy moderni trend v oblasti separacnich technik [49]. Bé&zné
pouzivané separacni a purifikacni techniky lze urychlit pouzitim magnetické separace.
Magnetické Castice se staly oblibenymi hlavné pro vyuziti v biologii a medicing pro diagnézu
a lécebné pouziti. V diagnostice, magnetické senzory a magnetickd zobrazovaci rezonance
(MRI) pouzivajici superparamagnetické nanocastice sméiuji k odhaleni jednotlivych
rakovinovych bunek v jejich pocatecni fazi ristu. Mnohé dalsi biomedicinské aplikace in vivo
a in vitro zahrnuji fixaci proteinli a enzymt, imunologické testy a separaci biomolekul
z komplexnich biologickych smeési, jako jsou protilatky, peptidy, nukleové kyseliny, enzymy,
buriky, bakterie a viry. Navic jsou magnetické Castice uzitecéné v genomovych analyzach, ve
kterych se molekularni metody stavaji stale vice dilezité. Genomové analyzy zahrnuji izolaci
nukleové kyseliny, purifikaci, amplifikaci, znaceni a detekci znatky. Mimo purifikaci
nukleovych kyselin jsou viechny procesy automatizované. Reverzibilni fixace pevné faze na
magnetickych c¢asticich s navazanymi karboxylovymi skupinami jsou velmi uzitecné
naptiklad pro izolaci DNA fragmenth. Ve srovnani sbéznymi metodami je prace
s magnetickymi nosici (Casticemi) rychla, jednoducha, citliva, bezpetna a DNA je ziskavana
s vysokyvmi vytézky a &istotou. Navic pouziti magnetickych nosiél nevyzaduje specialni
vybaveni a usnadiuje mechanismus purifikace v bézné praxi. A proto SPRI slibuje dobré
vysledky v identifikaci patogennich bakterii v potravinaiském pramyslu [50]. Castice
pouzivané kizolaci DNA jsou superparamgnetické povahy, tedy v pfitomnosti vné&jsiho
magnetického pole vykazuji magnetické vlastnosti [51].
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Velikost je primarni proménnou urcujici fyzikalni vlastnosti (jak magnetické tak optické
vlastnosti) a také chemické vlastnosti Sastic (jako jsou reaktivita a katalyza). Castice by mély
byt monodisperzni, tedy jejich fyzikalni a chemické vlastnosti by mély byt stale stejné.
Velikost a polydisperzita se lidi v zavislosti na pouzité metod& pro pfipravu magnetickych
¢astic. Metody obvykle zahrnuji heterogenni polymerizaci jako je b&zna a inverzni emulzni
polymerizace, miniemulzni polymerizace, suspenzni polymerizace, disperzni/srazeci
polymerizace nebo ATRP. Alternativou je in situ syntéza magnetickych nanocastic uvnitf
porovitého polymeru Castic [50].

V této praci byvly pouzity magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-
glycidyl methakrylat (P(HEMA-co-GMA)) (Obr. 5), které byly pfipraveny na
Makromolekularnim ustavu Akademie véd CR v Praze Ing. . Hordkem. Magnetické &astice
byly ziskany disperzni kopolymeraci 2-hydroxymethakrylatu a glycidyl methakrylatu
v prostredi toluenu/2-methylpropan-1-olu a kolidni olejové kyseliny, ktera pokryvala povrch
magnetitu Fe;04 (FeO.Fe,0s), ktery tvofi magnetické jadro. Hydroxylové skupiny na povrchu
mikro¢astic byvly oxidovany 2 % vodnym roztokem manganistanu draselné¢ho v kyselém
prostiedi (2 mol/l H,SO4) na karboxylové skupiny. Obsah karboxylovych skupin je 2,6
mmol/l -COOH/g. Jako kontrola bylo pouzito komeréné dostupné magnetické sklo (2 mg/ml)
[51].

1.4.1 Vyvhody a vyuziti magnetickych ¢astic

Magnetické Castice nalezly uplatnéni v fad¢ aplikaci jako napf. vimobilizaci enzymi a
jejichnasledném vyuziti, zeyména v laboratornich podminkach je lze vyuzit pii odstranovani
tézkych kovli a v magnetické imobilizaci 1é¢iv a jejich nasledném vyuziti k léCebnym
ucelim. Magnetické Castice se vyuzivaji k izolaci rliznych latek napr. k izolaci enzymui a
jejich inhibitorh, k izolaci protilatek a antigenti, k separaci organickych xenobiotik jako jsou
karcinogeny a mutageny. Uplatnéni nachazi také v bunéné separaci, kdy se separwji cilové
buriky z heterogenniho prostfedi, v imunopurifikaci a nasledné v imunologickych testech a
dalsich [52]. V této praci byly magnetické Castice vyuzity k izolaci a purifikaci DNA.

Pii izolaci DNA maji magnetické separace hned nékolik vyhod: eliminuji centrifugace a
fenolové extrakce pii 1zolaci DNA, kladnou vlastnosti Castic je jejich stalost. Takto izolovana
DNA ma vysokou kvalitu a 1ze ji pouzit thned jako matrici do PCR. Magnetické separace jsou
snadné a rychlé, doba separace trva 10 minut [53].

Obr. S: Elektronovy mikrosnimek magnetickych neporéznich ¢astic P(HEMA-co-GMA)
[50].
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1.5 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Zavedeni polymerazové fetézové reakce (PCR) vroce 1985 Kary B. Mullisem mélo pro
molekulari biologii velky ptinos, stejny jako objev restrikénich endonukleaz nebo zavedeni
sekvencovani DNA [54]. Za tento objev mu byla udélena vroce 1993 Nobelova cena.
Metodou PCR lze svyntetizovat z jedné molekuly DNA pfiblizné 100 miliard kopii a to za
nékolik hodin [55]. Identifikace bakterii pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) je
rychla a presna metoda, ktera vyzaduje znalost specifickych sekvencich nukleovych kyselin.
Cilova DNA byva casto v analyzovanych vzorcich pfitomna ve velmi nizkych koncentracich
a neni ji mozno po izolaci primo detekovat. Proto je nutné zvysit analytickou sensitivitu jeji
mmnohonasobnou replikaci [56]. Princip PCR je zaloZzen na replikaci nukleovych kyselin, ktera
je zakladnim molekularmim procesem vsech zivych organismi. Podstatou PCR je cyklicky se
opakujici enzymova syntéza novych fetézcl vybranych usekti dvouretézcové DNA ve sméru
5°-3"pomoci DNA — polymerazy [54].

Problémem v obvyklé identifikaci riznych mikroorganismi v redlnych vzorcich PCR je
vyskyt falesné negativnich vysledkii. Falesné negativni vysledky mohou byt zplisobeny
pritomnosti extracelularnich a intracelularnich PCR inhibitor(i. Z tohoto diivodu byla velka
pozornost soustfedéna na vyvo] rychlych a robustnich metod izolace DNA [57].
Polymerazova fetézova reakce je nejcastéji pouzivanou molekulame-biologickou amplifikacni
technikou v diagnostice [56].

Reakce se provadi v termocykleru, v némz se teplota automaticky méni v naprogramovanych
Sasovych intervalech. Postupnym opakovanim tohoto procesu se exponencialné (2"; n = podet
cykll) vytvafi az miliarda kopii daného useku cilové DNA [54].

1.5.1 Princip a mechanismus PCR

Polymerazova fetézova reakce umoznuje selektivni zmnozeni (amplifikaci) urcitého useku
DNA podobnym zptisobem jako in vivo pfi DNA replikaci, pficemz velikost amplifikovaného
useku ohrani¢uji dva primery [53]. Jako primery se pouzivaji kratké oligonukleotidy, od
jejichz 3°- konce dochazi k syntéze nového polynukleotidového fetézce. Dvouvlaknové
retézce DNA se poté od sebe znovu oddéli a slouzi pro hybridizaci s primery a také jako
templaty pro nasledujici syntézu komplementarnich fetézc DNA [58]. K syntéze DNA se
pouzivaji termostabilni polymerazy izolované z termofilnich mikroorganismi [54]. Princip
metody PCR je uveden na Obr. 6. Amplifikace DNA v polymerazové fetézové reakei probiha
ve trech opakujicich se krocich, které jsou charakterizovany riznymi pozadavky na teplotu:

1. Denaturace dvoufetézcovych molekul DNA: béhem tohoto prvniho kroku dochazi
k odd¢leni jednotlivych vlaken DNA templatu (matrice), na néz se poté hybridizuji
primery. Tato reakce probiha pii optimalni teploté 95°C [53]. Toleran¢ni rozpéti teplot
je 92 — 98°C. Pro fragmenty o velikosti do 1 kpb byva zvolena doba denaturace 15
sekund, pro vétsi fragmenty byva doba zvysena na 0,5 — 1 minutu. Aby bylo zaru¢eno,
ze 1 dlouha molekula DN A bude uplné denaturovana, voli se doba denaturace v prvnim
cyklu reakce 5 minut [58].
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Hvbridizace primerti k denaturované templatové DNA: pii hybridizaci se uplatnui
vodikové vazby mezi komplementarnimi bazemi (adenin — guanin, cytosin — thymin).
Tato reakce probiha pii teploté 40 — 72°C v zavislosti na délce a sekvenci primert [53].
Teplota hybridizace primeri s odd&lenymi fetézei DNA je kriticka. Pokud je teplota
ptilis vysoka, primery hybridizuji slabé a mnozstvi amplifikované DNA je malé.
Naopak pii1 nizké teplote dochazi k nespecifické hybridizaci primert a k amplifikaci
nezadoucich segmentit DNA. Teplota hybridizace primert zavisi na jejich teploté tani a
na teploté tani templatové DNA [58].

Syntéza nového komplementarniho fetézce: dochazi k elongaci DNA vlakna, béhem
kterého DNA polymeraza piiklada k 3'OH konci primeru nukleotidy, které se vazou (na
novy fetézec) podle komplementarni sekvence templatu. Tato reakce probiha obvykle
pii teploté 72°C, coz odpovida optimu pro Tag DNA polymerazu [53]. Rychlost syntézy
nového DNA fetézee je asi 2000 nukleotidd za minutu. V poslednim cyklu je tento krok
prodlouzen na 10 minut z divodu dokonceni syntézy viech amplikont [58].
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Obr. 6: Prib¢h PCR reakce [59, upraveno].

1.5.2 Komponenty PCR a reakéni podminky

Na provedeni PCR je potieba nasledujicich komponent:

» Templatova DNA, ktera slouzi jako matrice pro syntézu novyvch fetézci DNA. Do

PCR se pridava v jednoretézcové nebo ve dvou fetézcové forme. Tato DNA obsahuje
cilova mista pro primery. Linearni DN A slouzici jako templat je amplifikovana s vetsi
uc¢innosti nez kruznicova DNA [55]. Do PCR reakce se pridava vétSinou 100 - 500 ng
lidské genomové DNA, 1 — 10 ng bakterialni DNA a 0,1 - 1 pg plazmidové DNA [58].
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» Primery jsou dva oligonikleotidy slozené obvykle z20 — 25 nukleotidd, jejichz
sekvence odpovida sekvencim na okrajich useku DNA urceného k amplifikaci [53].
Dulezitym faktorem pro navrh primert je rovhomérna distribuce oblasti bohatych na
G/C a A/T pary. Primery by mély byt specifické, na matricové DNA nesmi byt
nespecificka vazebna mista [54]. Nemély by umoznovat tvorbu sekundarnich struktur.
Jednotlivé primery by se nemély liSit o vice nez 3 baze a nemély by byt vzajemng
komplementarni, jelikoz jsou v PCR piitomny ve velkém mnozstvi a mohlo by tedy
dojit k tvorbé primerovych dimert [58].

» DNA polymeraza katalyzuje syntézu nového DNA fetézce ve sméru 5 — 3'podle
sekvence nukleotidi v komplementarnim fetézci DNA od mista, kde je navazan
primer az po jeho konec [38]. Zpociatku byly experimenty s PCR uskute¢néné
s Klenowym fragmentem DNA polymerazy I z bakterie Escherichia coli. Problémem
viak byla inaktivace tohoto enzymu pi1 vysdich teplotach, proto bylo potieba po
kazdém cvklu (denaturacnim kroku) pfidat do reakce novou polymerazu. Navic reakce
probihala pfi teploté 37°C, coz je optimalni teplota Klenowy polymerazy a to vedlo
k tvorbé nespecifickych produkti. Nyni se¢ vPCR pouzivaji DNA polymerazy
zriznych termofilnich bakterii [53]. Existuje cela fada polymeraz, které se daji pro
PCR vyuzit, ligicich se ve vykonnosti, pfesnosti a také schopnosti syntetizovat novy
retézec. NejCastéji se pouziva termostabilni Taq polymeraza izolovana z termofilniho
druhu Archea Thermus aguaticus, ktery zije v horkych pramenech. V soucasné dobé je
syntetizovana pomoci geneticky modifikovaného kmene FE. coli s vlozenym
prislusnym genem [60]. Jeji teplotni optimum je okolo 75 — 80°C, kdy je jedna
molekula enzymu schopna k primeru pfisyntetizovat asi 150 nukleotid za sekundu.
Pii teplotach nad 90°C je se stava enzym inaktivni, nikoli viak denaturovany, proto pii
snizeni teploty dochazi k znovuobnoveni jeji enzymatické aktivity [53]. Doporucena
koncentrace DNA polymerazy je 1 — 2.5 jednotek na 100 pl reakéni smési. Pokud je
koncentrace polymerazy prili§ nizka, dochazi k nedostatecné tvorbeé produktt. Naopak
vysoka koncentrace tohoto enzymu zpiisobuje syntézu nespecifickych DNA fragmentl
[55]. (Ve standardni PCR smdsi je obsazeno 2 x 10 ' — 10 x 10 '* molekul DNA
polymerazy, ktera ma obvykle koncentraci 0,5 — 2,5 jednotek na 25 — 50 ul PCR
smesi) [58].

» 3'-deoxynukleosid-5-trifosfaty zahrnujici dATP, dCTP, dGTP a dTTP. Jsou to
zakladni slozky (stavebni kameny) pro syntézu nového fetézce DNA. Optimalni
koncentrace kazdého deoxynukleosidtrifosfatu by mela byt 200 - 250 uM [58].
Zvyiena koncentrace dNTP pisobi inhibieng, protoze dochazi k vyvazani Mg™" a
naopak nizka koncetrace mize zptisobit nizky vytézek produktu [55].

» Mg™" jonty pusobici vreakdni smdsi jako kofator. Tvoii rozpustny komplex
s jednotlivymi 2'- deoxyribonukleosid — 5°- trifosfaty (dNTP) rozpoznavany DNA-
polymerazou. Pro kazdou aplikaci je potieba byva potreba stanovit optimalni
koncentraci Mg®" empiricky, jeliko ionty interaguji s dNTP, s primery, templafovou
DNA, EDTA a dalsimi chelata¢nimi ¢inidly [54]. Molari koncentrace hofecnatych
tontll musi prevysovat molarni koncentraci fosfatovych skupin v dNTP a primerech,
protoze tyto ionty byvaji pravé dNTP a oligonukleotidy vyvazovany. Jejich



koncentrace se stanovuje experimentalné [58]. Obvykla koncentrace hote¢natych ionth
v PCR je pi1 pouziti Taq DNA polymerazy 1- 4 mM, pficemz zména jejich
koncentrace miZze vyraznd ovlivnit vysledek reakce [53]. Vysoké koncentrace Mg®™
snizuji specifitu primert a naopak nizsi koncentrace mohou zptisobit inaktivaci DNA
polymerazy [55].

» PCR pufr zabezpecuje stalé pH prostiedi. Jeho dilezitou slozkou jsou hotfecnaté soli
obvykle ve form¢ MgCl; nebo MgSQ,. Standardni reakéni pufr obsahuje 10 mM
Tris HC1 (pH 8,3-8,8), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl; [58]. Do zakladniho reakéniho
roztoku se nékdy pridavaji 1 daldi slozky, které zlepsuji ¢innost DNA polymerazy nebo
destabilizuji sekundarni struktury [33]. Jako aditiva se do PCR pridavaji
napt. formamid, dimethylsulfoxid (DMSO), glycerol, siran amonny, glutamat draselny
a neionogenni a kationtové detergenty [55].

» PCR voda se pouziva pro doplnéni PCR smési. Nejvhodngjsi je voda o odporu 18 MQ
nebo voda pro injekce CSL 4 [55].

Optimalni pocet cykli je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA a nejcastéji se
pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykli. Pokud je zvoleno pfilis mnoho cykli, zvysuje se tak
mnozstvi vznikajicich nespecifickych PCR produktii [54].

1.5.3 Inhibitory polymerazové fetézové reakce

Polymerazova tetézova reakce mize byt inhibovana latkami, které pochazeji z zivych bun¢k
biologickych vzorki nebo reagenci pouzivanych k extrakci DNA [61]. Ty jsou pak
zodpoveédné za falesné negativni vysledky pfi PCR a zplsobuji zna¢né problémy pii analyze
PCR zrealnych vzorkil. Inhibitory mohou ovliviiovat PCR nékolika zplisoby jako napf.
degraduji cilové nukleové kyseliny, vvvazuji hofecnaté ionty nezbytné pro &innost DNA
polymerazy nebo inhibuji DNA polymerazu [62]. Inhibici DN A polymerazy zptisobuji lytické
enzymy, protoze silné interaguji s DNA a proteiny, ¢imz zabrani vazbé s DNA polymerazou.
Reakci mohou inhibovat také znemoznénim dostatecné lvze bunck, tudiz nemusi dojit
k uvolnéni cilové DNA zbunék a jeji nasledna detekce se v PCR projevi jako falesné
negativni [63]. Inhibice miize byt Castecna nebo celkova a mlize se projevit snizenim citlivosti
detekce nebo jako Gplné selhani reakce, kdy neni zadny PCR produkt detekovan [64]. Tyto
latky mohou byt intracelularniho nebo extracelularniho ptvodu. Intracelularni inhibitory jsou
pritomny uvnitf bakteridlnich bunék a patfi sem endogenni nukleazy, proteinazy a
polysacharidy. Extracelularni inhibitory se nachidzeji mimo bakterialni bunku a patii sem
komponenty komplexnich vzorkl jako je krev, mocovina, potraviny a také nekteré slozky
kultivacnich médii jako napft. antibiotika, proteiny, detergenty, mineralni oleje, 1onty, zlucové
kyseliny a jejich soli. Inhibitory plisobi komplexné v zavislosti na fyzikalnich, chemickych a
enzymatickych podminkach reakce [63].
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2 CIL PRACE

Cilem prace bylo prokazat pritomnost probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium v realnych
vzorcich probiotickych tvrdych syrti typu eidam. Splnéni cilh prace vyzadovalo nasledujici
kroky:

» Kultivace bakterii kmene Bifidobacterium animalis RB1-MP

» lzolace DNA ze syru typu cidam spfidavkem rizného mnozstvi bunck
Bifidobacterium animalis RB1-MP metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetickych nosicl a stanoveni jeji Cistoty a koncentrace
PCR s doménove specifickymi primery
PCR s rodové a druhove specifickymi primery
Stanoveni citlivosti jednotlivych PCR

YV V¥

» lzolace DNA zrealnych vzorktl probiotickych syri metodou fenolové extrakce a
pomoci magnetickych nosict

» Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z probiotickych syri

» PCR s doménové a rodové specifickymi primery — ovéfeni piitomnosti DNA rodu
Bifidobacterium

» Druhové zatazeni bakterii rodu Bifidobacterium pritomnych v probiotickych syrech
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Bakterialni kultury

V praci byl pouzit bakterialni kmen Bifidobacterium animalis RB1-MP, ktery byl piidan
k syru eidam.

3.2  Vzorky syra

¢ Fidamsky syr 30 % BUDGET 100g
Datum trvanlivosti: 26.12.2009 (vzorek byl odebran pred datem trvanlivosti)
Obsah susiny 50 % hm, obsah tuku v susiné 30 % hm
Slozeni: mléko, jedla sil — max 2,5 %, syfidlo, syraiské kultury
¢ Experimentalné pripravené syry typu eidam s pridavkem potencionalné probiotickych
bakterii rodu Bifidobacterium ze sbirky Laktoflora:
Probiotické syry PS 1, PS 8334, PS 8341 a PS 8346 (pfipravil Ing, Drab, Milcom a,s,
Tabor).

3.3  Chemikalie

Pro ptipravu roztokli a médii byly pouzity nasledujici chemikalie:
e Agar (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Agardza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)

Destilovana voda

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

EDTA (ethylendiamintetraoctova kyslina) (Serva, Heidelberg, SRN)

Fthanol (Lachema, Brno, CR)

Ethidium bromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA)

Fenol (Lachema, Brno, CR)

Magnetické neporézni mikrocastice poly(2-hydroxvethyl methakrylat-co-glycidyl

methakrylat (P(HEM A-co-GM A)) castice

Hydroxid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Chloroform (I.achema, Brno, CR)

Izoamylalkohol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (HBO,) (Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

MRS médium (Man, Rogosa, Sharpe)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PEG 6000 (Lachema, Brno, CR)

Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

SDS (sulfid dodecyl sulfat) (Sigma, St. Lois, USA)

Tris(thydroxymethyl)baze (Amresco, Solon, USA)

Tris acetat (Lachema, Brno, CR)

Vsechny chemikalie byly pfipraveny v Cistoté p.a.
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3.4  Magnetické nosite

Byly pouzivany magnetické mikrocastice poly(2-hydroxvethyl methakrylat-co-glycidyl
methakrylat (P(HEMA-co-GMA), (1:1) o velikosti 1,2 um a koncentraci 2mg/ml. Castice
byly funkcionalizované COOH skupinami (2,61 mM/g). Magnetické ¢&astice byly
syntetizovany na UMCH AV CR v Praze Ing. D. Hordkem, CSe.

3.5 Kultivaéni médium

Pro kultivaci bakterii rodu Bifidobacterium bylo pouzito MRS médium (Oxoid, England)
s pfidavkem cysteinu (0,05%).

e Tekuté¢ MRS médium s cysteinem
MRS médium bylo pfipraveno dle navodu dodavatele. Poté bylo sterilizovano (121 °C,
20 min). Po sterilizaci byl do média piidan cystein (5%) na kone¢nou koncentraci 0,05%.

¢ MRS agar s cysteinem
K MRS médiu byl pridan agar v mnozstvi 12 g/l. Médium bylo sterilizovano ( 121°C,
20 min). Po vysterilizovani byl pfidan cystein (5%) na kone¢nou koncentraci 0,05%. Teplé
médium bylo rozlito na Petriho misky.

3.6 Roztoky

Pro fedéni roztokl byla pouzita destilovana voda. Roztoky byly sterilizovany pti 121°C po
dobu 20 min.

3.6.1 Zasobni roztoky

1 M Tris HCI (pH 7.8)
0,5 M EDTA (pll 8,0)
1 M NaOH

10% SDS

3.6.2 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA

Jednotlivé postupy byly provedeny podle navodi k laboratornim cvicenim Molekularni
biotechnologie [69]. Roztoky byly pfipravovany sterilnég.

0.5 MEDTA

202,2 ¢ EDTA bylo kvantitativn¢ preneseno do 800 ml destilované vody a umisténo na
magnetickou michacku. pH bylo upraveno na 8,0 pfidanim NaOH v peletkach. Destilovana
voda byla doplnéna na konecny objem 1000 ml a roztok byl preveden do alikvotli. Nakonec
byl sterilizovan v autoklavu ( 121 °C, 15 mun).
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1 M Tris HCI (pH 7.8)

12,1 g Tris-baze bylo rozpuiténo v 80 ml destilované vody. pH bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI a objem byl doplnén destilovanou vodou na 100 ml. Roztok byl
sterilizovan v autoklavu (121 °C, 15 min).

Lyzaéni roztok A:

e 10 mM Tris HCI (pH 7.8)

¢ 10mM EDTA (8,0)
Roztok byl piipraven smichanim 1 ml 1M Tris HCI (pH 7,8), 2 ml 0.5 M EDTA (pH 8,0) a
97 ml sterilni destilované vody.

Iyvzaéni roztok B:
e lyzacni roztok A s pridavkem lysozymu (10mg/ml)
Lyzozym byl pfidan t&sné pred pouzitim.

TE puft:
¢ 10 mM Tris-HCI (pH 7.8)

e 1mMEDTA (pH 8,0)
Roztok byl pfipraven smichanim 1 ml 1 M Tris-HC1 (pH 7.8), 1 ml 0,5 M EDTA a 98 ml
destilované vody. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C, 15 min).

C1Z
Smeés chloroformu a isoamylalkoholu v pomeéru 24:1

10% SDS

V 90 ml sterilni destilované vody bylo rozpusténo 10 g SDS. V pripadé malého rozpousteni
byl roztok zahtat na 68 °C. pH bylo upraveno na hodnotu 7,0 piidanim nékolika kapek
koncentrované HCI a objem byl doplnén destilovanou vodou na 100 ml.

Proteinaza K (1 mg/ ml)
Na analytickych vahach bylo navazeno 10 mg a doplnéno sterilni destilovanou vodou do 10
ml a rozdéleno do alikvot(. Proteinaza K byla uchovavana pii -20 °C.

3 M octan sodnv (pH 5.2)

408,1 g trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, pH bylo
upraveno pomoci kyseliny octové. Celkovy objem byl doplnén destilovanou vodou na 1000
ml a rozdélen do alikvotli. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C, 15 min).

3.6.3 Roztoky pro izolaci DNA magnetickymi nosici

5 M NaCl
292,2 g NaCl bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, doplnéno destilovanou vodou do
1000 ml a rozplnéno do alikvotl. Roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C, 20 min).
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PEG 40 % 6000
40 ¢ PEG 6000 bylo rozpusténo v 60 ml sterilni destilované vody a doplnéno sterilni

destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl sterilizovan (121 °C, 20min) a byl uchovavan pri
4°C.

70 % ethanol
Bylo smichano 73 ml 96 % ethanolu a 27 ml sterilni destilované vody.

3.6.4 Roztoky na agarézovou elektroforézu

DNA standard (100 bp)

(Malamité, Moravské Prusy, CR)

Obsahuje fragmenty o délce: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1500 bp

DNA standard (50 bp)

(Malamité, Moravské Prusy, CR)

Obsahuje fragmenty o délce: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650,
700, 766,914, 1350 bp

TBE pufr (5 x koncentrovany)
¢ 54 gTris-baze
e 275 gkyseliny borité
e 20ml 0,5 MEDTA (pH 8,0)
Toto mnozstvi bylo doplnéno destilovanou vodou na 1000 ml. Pred pouzitim byl roztok 10 x
ziredén destilovanou vodou na pozadovanou koncentraci 0,5M TBE.

Nanageci pufr (6x koncentrovany)
0,25g Ficoll 400 a 0,004 g bromfenolové modii bylo rozpusténo v 10 ml destilované vody.
Roztok byl pred pouzitim smichan s vzorkem hrubého lyzatu v poméru 1:5.

Agardzovy gel
Gel byl ptipravovan ve 2 rliznych koncentracich:

o (.,8% 0,8 g agardzy bylo rozpusténo ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufiu.
o 1.8% 1,8 g agardzy bylo rozpusténo ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufiu.

Ethidium bromid 0.5 ug/ ml
100 pl barviciho roztoku EtBr (500 pg/ml) bylo ziedéno v 500 ml sterilni destilované vody.
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3.6.5 Komponenty pro PCR

PCR voda — voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska Lup&a, SR) - ddle oznatovana
jako PCR voda

reakény pufr 10x PCR Blue Buffer (750 mM Tris-HCI, pH 8.8 (25°C), 200 mM
(NH4)2804, 1% Tween 20, 25 mM MgCly.) pro Tag DNA polymerazu 1.1 (Top-Bio,
Praha, CR)

d NTP smes (10 mM)

DNA polymerasa Taq 1.1 (1U/ul), jedna jednotka Taq DNA polymerazy 1.1 je
definovana jako mnozstvi enzymu, které katalyzuje inkorporaci 10 nmol dTTP do
materialu precipitovatelného TCA za 30 min. p¥i 72°C. (Top-Bio, Praha, CR)

Primery uvedené v Tab. 3.

Tab. 3 : Pouzité primery

Primer Sekvence primeru (5-37) Velikost amplikonu Citace

Univerzalni primery pro doménu Bacteria

Feub TCCTACGGGAGGCAGCAGT

Reub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

500 bp [65]

Rodové specifické primery pro rod Bifidebacterium

Bif 164 GGGTGGTAATGCCGGATG 593 b [66]
Bif 662 CCACCGTTACACCGGGAA P
PbiF1 GGGATGCTGGTGTGGAAGAGA 914b [65]
PbiR2 TGCTCGCGTCCACTATCCAGT P
Druhové specifické primery
B. animalis
Phi R1 GCA CCA CCT GTG AAC CG
! 925 bp [67]
Ban F2 AACCTGCCCTGT G
B. infantis
BiINF-1 TTC CAGTTG ATC GCATGG TC 878 b [68]
BiINF-2 GGA AAC CCC ATC TCT GGG AT P
B. longum
BilLON-1 TTC CAGTTG ATC GCATGG TC 831 b [68]
BiLON-2 CGA AGG CTT GCT CCC AGT P
B. bifidum
BiBIF-1 CCACATGATCGCATGTGATTG 778 b [68]
BiBIF-2 CCGAAGGCTTGCTCCCAAA P
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3.8

Popsané postupy byly provadény podle skript Analyza vybranych druhti bakterii mlééného

Pomiucky a piistroje

Laboratorni vahy (Kern & Sohn, Némecko)

Centrifuga mini Spin 14 500 min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Centrifuga mini Spin 13 400 min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Exikator (KIF LAB Freiburg, Némecko)

Fotoaparat Canon PowerShot 110 IS.

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (Polsko)
Mikrovinna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

Magnet s magnetickym pasem (DYNAL, Oslo, Norsko)

O&kovaci box (Fatran, CR)

NanoPhotometr™ (IMPLEN, Némecko)

Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Milano, Italie)
Minicycler PTC 100 (MJ Research, USA)

Termocykler PTC 200 (BIO-RAD Lab., USA)

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

Zarizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)
Zarizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-

300 (Owl Scientific, USA)
Bé&zné laboratorni sklo, umé&lohmotny laboratorni material a pomucky

Pouzité metody

kvaseni pomoci metod molekularni biologie [69].

3.8.1

1.
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Ptiprava hrubych lyzat buné¢k ¢isté kultury

7 cisté kultury kultivované anaerobné pii 37 °C po dobu 2 dnii byl odebran do
ependortky 1 ml. Kultura byla centrifugovana pii 14000 ot/min po dobu 3 minut.

Supernatant byl opatrné slit.

K sedimentu byl pridan 1 ml lyza¢niho roztoku A ( nejdiive 100 ul a resuspendovano
a poté bylo pridano zbylych 900 ul). Vzorek byl opétovné centrifugovan pii 15000
ot/min po odbu 3 minut. Supernatant byl slit a sediment se nechal dobfe odkapat.

K sedimentu bylo piidano 500 ul roztoku B a byl dobie resuspendovan. Vzorek byl
inkubovan pii laboratorni teploté po dobu 1,5 hodiny a ob¢as promichan.

K suspenzi bylo poté piidano 50 ul 10 % SDS a 5 ul proteinazy K (100ug/ml) a

vzorek byl promichan.
Vzorek byl dale kultivovan pfi teploté 55 °C do druhého dne.

7, tohoto hrubého lyzatu bunek byla izolovana DN A metodou fenolové extrakee.



3.8.2

3.8.3

3.8.4

3.8.5

Pfiprava hrubého lyzatu bunék ze syru

K 1 g syru, ktery byl sterilné nakrajen na drobné kousky skalpelem, byly pridany 2 ml
lyzacniho roztoku B a vzorek byl nesuspendovan.

Smes byla inkubovana pfi laboratorni teploté po dobu 1,5 hodiny, poté bylo ptidano
50 ul 10% SDS a 5 pl proteinazy K (100 pg/ml). Vzorky byly promichany a
inkubovany 6 hod pfi teploté 55°C.

. Ztohoto hrub¢ho lyzatu byla izolovana bakterialni DNA metodou fenolové extrakcee.

DNA slouzila jako kontrola

Piiprava hrubych lyzati bunék ze syru s piidavkem Bifidobacterium animalis
RB1-MP

Byl odebran 1 g syru, ktery byl nakrijen na malé kousky, pridany 2 ml lyza¢niho
roztoku B a 0,1 ml fedéné kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP a smés byla
resuspendovana.

Po 1.5 hodiné inkubace pti laboratorni teploté bylo ke vzorku pfidano 50 ul 10% SDS
a 5 ul proteinazy K (100 ug/ml). Vzorky byly promichany a inkubovany do druhého
dne pii teploté 55°C.

Hrubé lyzaty bunck ze syru s pridavkem bundk B. animalis byly pouZzity pro izolaci
DNA fenolovou extrakei a magnetickymi nosici. V pfipadé potieby byly uchovavany
pii -20°C.

Izolace DNA fenoclovou extrakei

K 500 ul hrubého lyzatu bunék bylo piidano 500 pl fenolu (pH 7.8). Smés byla
kyvavym pohybem promichana po dobu 4 minut. Poté byla smés centrifugovana pii
140000t/ min po dobu 3 minut.

Vodni faze s DNA byla odebrana do cisté ependortky. (Nesmi byt odebrana
proteinova mezivrstva).

K vodni fazi bylo pfidano 700 ul CIZ (chloroform:izoamylalkohol 24:1) a smés byla
opatrn€ kyvavym pohybem promichana po dobu 4 minut.Obsah byl centrifugovan pii
140000t/ min po dobu 3 minut.

Vodni faze s DNA byla odebrana do Cisté ependortky.

Piesrazeni DNA ethanolem

Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3M octanu sodného a smés byla
promichana.

Poté byl pridan 1 ml ethanolu a opét byla smés promichana.

DNA byla vysrazena pii — 20°C po dobu 15 min. Smés byla centrifugovana pi1 14000
ot/'min po dobu 15 minut. Supernatant byl opatrné slit a sediment byl ususen
v exikatoru.

K sedimentu bylo piidano 500 pl TE pufru. Eluovana DNA byla uchovavana
v ledni&ce.
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Takto pripravena DNA byla spektrofotometricky proméiena a byla pouzita v PCR.

3.8.6 Precisténi magnetickych éastic EDTA

Pro snizeni pfitomnosti inhibitor iont Fe 2+ byly magnetické ¢astice promyty 800 ul 0,5 M
EDTA (pH 8,0) a umistény do magnetu. EDTA bylo odpipetovano a ¢astice byly 5x promyty
sterilni vodou.

3.8.7 Ptiprava smési pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosicl

Separacni smeés s nosi¢i byla pfipravena v 1 ml ependorfkovych zkumavkach v celkovém
objemu 200 pul nebo 1000 pl. Poradi pridavanych komponent je uvedeno v Tab. 4.

Tab. 4: Priprava separacni smési o vysledné koncentraci PEG 6000 40% a NaCl 5M

Poradi ¢. Komponenta V[ul]
1. Sterilni voda 200 -
2. 5 M NaCl 400 | 400
3. DNA nebo hruby lyzat bungk 100 | 300
4. 40% PEG 200 | 200
5. Magnetické castice (2mg/ml) 100 | 100
vysledny objem [ul] 1000 | 1000

3.8.8 Izolace DNA s vyuzitim magnetickych nosici

(reverzni imobilizace na pevné fazi — SPRI)

L.
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Jednotlivé komponenty byly smichany podle Tab. 4 a byly inkubovany pfi laboratorni
teploté po dobu 15 minut.

Castice s navazanou DNA byly odseparovany pomoci magnetu pii laboratorni teplotd
po dobu 15 minut. Supernatant byl odpipetovan a sediment se nechal dobie odkapat.
Ependortka s DN A navazanou na magnetické castice byla uvolnéna z magnetu.

K nosi¢i s navazanou DNA byl piidan 1 ml 70 % ethanolu. Zkumavka byla umisténa
do magnetu na 2 minuty pii laboratorni teploté. Ethanol byl pouzit na promyti Castic
s DNA. Po 2 minutach byla zkumavka z magnetu uvolnéna a ethanol byl odpipetovan.
Podruhé byly Castice s navazanou DNA promyty 500 ul 70 % ethanolu.

Zkumavka se zbyvajicim ethanolem byla umisténa do termostatu na 55°C a byla
ponechana v horizontalni poloze do vyprchani ethanolu.

Poté byla DNA eluovana do 100 ul nebo 300 ul TE pufiu, tedy do stejného mnozstvi,
kolik bylo pridano hrubého lyzatu do separac¢ni smési. Eluce probihala pii laboratorni
teploté do druhého dne.

Castice byly odseparovany na magnetu 2 minuty pii laboratorni teplotg.

Eluovana DNA byla prepipetovana do ¢isté zkumavky a byla uchovavana pii 8°C.
Tato DN A byla poté pouzita do PCR.



3.8.9 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace a &istota izolované DNA byla méfena spektrofotometricky pomoci
NanoPhotometru. Jako referentni vzorek byl pouzit TE pufr. Byla mérena absorbance
vinovych délek 230, 260, 280 a 320 nm.

1. Do NanoPhotometru byla vloZena specidlni kyveta — Label Guard™ ve sméru
prochazejiciho svétla.
2. Z predvolenych metod byly zvoleny nasledujici kroky:  Label Gard Applications
Nucleic Acid
ds DNA
3. Podle ptfedpokladané koncentrace byl zvolen ,lid“. Jeho parametry jsou uvedeny
v Tab.5.
4. Do méficiho centra byl nejprve pipetovan TE pufr jako blank a poté byly prométfeny
jednotlivé vzorky. Mezi jednotlivymi mefenimi bylo vicko oisténo ethanolem.

Tab.5: Parametry vicka lid 5

vicko opticka draha [nm] objem vzorku [ul] | méFitelny rozsah DNA [ng/nl]
lid 5 2 6-10 7-350

3.8.10 Polymerazova fetézova reakce

1. PCR byla michana bud’ pro jednotlivé vzorky zv1ast’ do 200 pl eppendorfek nebo
pokud se slozeni smési nelisilo, byl pfipraven tzv. master mix smichanim jednotlivych
komponent vynasobenych poctem vzorkl. Master mix byl pfipraven do 1,5 ml
eppendortky a po dikladném zcentrifugovani byl rozpipetovan do 200 pul
eppendorfek.

Z kazdého vzorku bylo pripraveno 25 ul PCR smési.

Vsechny komponenty PCR reakce byly po rozmrazeni kratce centrifugovany.

Pii1 kazdém pridani dalsi slozky byla smeés dobie promichana.

e

Eppendorfky se vsemi slozkami byly kratce zcentrifugovany, umistény do
termocykleru a byl spustén prislusny program.

6. Po skonceni programu byly PCR smési ihned pouzity k detekci PCR produktu pomoci
gelové agarozové elektroforézy nebo byly uschovany pii -20°C.

Pro ovéfeni Cistoty vsech komponent byla pouZita negativni kontrola. Jedna se o PCR smés
bez DN A matrice namisto které bylo pfidano stejné mnozstvi PCR vody. Jako druha kontrola
byla pouzita pozitivni kontrola pro kontrolu specifity PCR, ktera byla pripravena smichanim
PCR smeési s DNA matrici izolovanou z Bifidobacterium animalis (10 ng/ul) metodou
fenolové extrakce.

Vzorky obsahujici viechny slozky PCR smgési byly kratce centrifugovany. Poté byly vzorky
umistény do cyklatoru, na kterém byl nastaven program LBC ROD. Po skonc¢eni PCR byly
vzorky z cyklatory vyjmuty a byly ihned pouzity na detekci PCR produktti pomoci gelové
elektroforézy nebo uchovavany pii — 20°C.
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3.8.10.1 PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Pro ovéteni aplifikovatelnosti izolované DNA byla pouzita PCR s primery Feub a Reub pro
doménu Bacteria. Jejich sekvence je uvedena v Tab. 3

Tab. 3. Amplifikoval se specificky PCR produkt 500 bp. PCR smes byla pfipravena dle Tab.
6. Na termocycleru byl zvolen pfedem nastaveny program EUBACTER, jehoz parametry jsou
uvedeny v Tab. 7.

Tab. 6: Slozeni PCR smési a poiadi jednotlivych komponent pfidavanych do PCR smési (pro doménu

Bacteria).
komponenta objem [ul]
Voda pro PCR 16,5
10 x reakéni pufr kompletni 2.5
smés ANTP (10mM) 1
Feub (10pmol/ul) 1
Reub (10pmol/pl) 1
Taq DNA polymeraza (1U/ nl) 2
DNA matrice 1

Tab. 7: Program EUBACTER - poéet cykl 30

94°C /5 min
1. denaturace DNA 94°C /30 s
2. hybridizace primert 56°C /30 s
3. syntéza fetézee 72°C /1 min

72°C /5 min

3.8.10.2 Rodove specificka PCR

Pro detekci bakterii rodu Bifidobacterium byly pouzity 2 sady rodove specifickych primerti a
to Bif 164 a Bif 662 a Pbi F1 a Pbi R2 (Tab. 3), amplifikoval se specificky PCR produkt o
velikosti 523 a 231 bp. Priprava PCR smési je uvedena v Tab. 8 Pro amplifikaci DNA byl
zvolen program BIFI 523, jeho parametry jsou popsany v Tab. 9 a program BIFI 914, ktery je
uveden v Tab. 10.

Tab. 8: Slozeni PCR sm&si pro rod Bifidobacterium a druhy B. longum, B. bifidum, B. infantis a B.
animalis s 1 nebo 5 ul DNA matrice

komponenta objem [pl]
Voda pro PCR 19 (15)
10 x reakéni pufr kompletni 2.5
smés dNTP (10mM) 0.5
Primer 1 (10pmol/pl) 0.5
Primer 2 (10pmol/ul) 0,5
Taq DNA polymeraza (1U/ nl) 1
DNA matrice 1(5)
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Tab. 9: Program BIFI 523 pro PCR s primery Bif 164 a Bif 662 — pocet cykli 30

95°C /5 min

1. denaturace DNA

95°C /1 min

2. hybridizace primert

55°C /1 min

3. syntéza fetézce

72°C /2 min

72°C / 10 min

Tab. 10: Program BIFI 914 pro PCR s primery Pbi 1 a Pbi R2 — pocet cykla 30

94°C / 5 min

1. denaturace DNA

94°C / 1 min

2. hybridizace primert

50°C /1 min

3. syntéza fetézee

72°C /2 min

72°C /10 min

3.8.10.3 Druhové specificka PCR

Pro zarazeni bakterii do druhti byly pouzity 4 sady druhove specifickych primerta a to BILON
1 a BiLON 2, Pbi R1 a Ban F2, Bi INF 1 a Bi INF 2, Bi BIF 1 a Bi BIF 2 (Tab. 3). PCR smés
byla michana dle Tab. 8 a byly pouzity programy MATSUKI (Tab. 11) a program BANIM,

ktery je uveden v Tab. 12.

Tab. 11: Parametry programu MATSUKI s primery BiLON 1 a BiLON 2, Bi INF 1 a Bi INF 2,

Bi BIF 1 a Bi BIF 2 — po&et cykla 35

94°C /5 min

1. denaturace DNA

94°C /20 s

2. hybridizace primert

55°C /20 s

3. syntéza fetézce

72°C /308

72°C / 10 min

Tab. 12: Parametry programu BANIM s primery Pbi R1 a Ban F2 — pocet cyklt 35

94°C /5 min

1. denaturace DNA

94°C /30 s

2. hybridizace primert

58°C/30s

3. syntéza fetézee

72°C /1 min

72°C / 10 min
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3.8.11 Agardzova elektroforéza PCR produkta

Pro detekci PCR produkth specifickyvech pro doménu Bacteria (466 bp), specifickych pro rod
Bifidobacterium (523 a 914 bp) a PCR produkti specifickych pro druhy B. longum, B.
bifidum, B. infantis a B. animalis byl ptipraven 1,8 % agarozovy gel.

3.8.11.1 Priprava agarozového gelu

Agardzovy gel byl pripravovan smichanim ptislusného mnozstvi agarézy s 50 ml pripadné
100 ml (zalezelo na velikosti gelu) 0,5x TBE pufru. Smés byla rozvarena v mikrovinné troubé
a nalita do pripravené elektroforetické vanicky s hrebinkem. Gel tuhl pii laboratorni teploté
cca 30 minut. Pied nanasenim vzorkl byl odstranén hiebinek.

3.8.11.2 Nanaseni vzorkli na agarézovy gel

K celkovému mnozstvi 25 ul PCR produkti bylo pridano 5 ul nanaseciho pufiu
(6x koncentrovaného). Tyto smeési byly naneseny mikropipetou do komulrek gelu. Gel byl
vlozen do elektroforetické vany tak, aby zaporné nabita DNA migrovala ke kladné nabité
anodé. Gel byl zalit 0,5x TE pufrem do svého prevrstveni. Spolu s PCR produkty byl na gel
nanesen velikostni standard 100 bp nebo 50 bp (100 bp nebo 50 bp Zzebiicek, firma Malamité,
Moravské Prusy).

3.8.11.3 Praibéh gelové elektroforézy a vizualizace DNA

Gelova celektroforéza byla provadéna pii napéti 80 V, dokud bromfenolova modf obsazena v
nanafecim pufru nebo ve velikostnim markeru (100bp ladder) nedoputovala do 2/3
agarozového gelu, coz odpovida cca 1,5 hodinam.

Po skonceni elektroforézy byl gel obarven v lazni pripravené z 500 ml sterilni vody a
ethidium bromidu (vysledna koncentrace 0,5 nug/ml) po dobu asi 30 min a oplachnut sterilni
vodou.

Obarveny gel byl prohlizen na transiluminatoru v UV gvétle. Pro dokumentaci byl
vyfotografovan digitalnim fotoaparatem Nikon S210 nebo Canon PowerShot 110 IS.
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4 VYSLEDKY

4.1  Kultivace bakterii rodu Bifidobacterium

Kmeny Bifidobacterium longum ATCC 15707, Bifidobacterium longum CCM 4990 a
Bifidobacterium animalis RB1-MP byly kultivovany anaerobné v anaerostatu v tekutém MRS
médiu s pridavkem cysteinu pii 37 °C po dobu 2 dni. Tekuta média byla po kultivaci
zakalena. V hustém zakalu narostl kmen Bifidobacterium animalis RB1-MP, ktery byl vybran
pro dalsi praci.

4.1.1 Kultivace Bifidobacterium animalis RB1-MP v pevném médiu a ovéfeni jeho
Cistoty

Kmen Bifidobacterium animalis RB1-MP byl kultivovan v MRS médiu s cysteinem za
anaerobnich podminek. Cistota bakterialniho kmene byla ov&fena pomoci k¥izového roztéru
na pevném MRS médiu. Kultivace probihala po dobu 2 dni pii 37 °C v anaerobnich
podminkach. Vysledky jsou uvedeny na Obr. 7.

Obr. 7:
a) Krizovy roztér kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP na MRS tuhém agaru. Kulturu kmene

B. animalis RB1-MP mizeme povazovat za Cistou.

b) Kultura Bifidobacterium animalis RB1-MP nafedénd na 10” v MRS tekutém médiu a vyseta na
Petriho misku.

» Narostly jednotlivé kolonie kulatého tvaru, mlééné barvy, lesklé, hladké a
nepruhledné.
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4.1.2 Redéni tekuté kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP a stanoveni po&tu
bunék (cfu/ml).

Kmen Bifidobacterium animalis RB1-MP narostly v tekutém médiu byl desitkové nafedén
v MRS médiu (107 do 107) a vyset na misky s MRS agarem. Po kultivaci byly po&itany
kolonie a stanoven pocet kolonii/ml. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 13. Soucasné byla
zm&fena opticka hustota kultury nafedéné na 10, Hodnota OD byla 0,52.

Tab. 13: Pocet kolonii narostlych na agarovych plotnach

Redéni kultury 1 10™ 107 10° 10+ 10° 10°¢ 107
1. Petriho miska >500 =500 =500 >500 >500 509 83 9
2. Petriho miska - - - - - 482 85 9
prumeémeé mnoZstvi
bunék v 0,1 ml 496 84 0
primér cfu/ml - - - - - 5,0.10°  84.10° 9,0.10°

» Bakterialni kultura Bifidobacterium animalis RB1-MP narostla do hodnoty OD = (0,52
obsahovala asi 5.10° bungk / ml.

4.2  Izolace DNA z kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP

Z kultury narostlé v tekutém médiu byl pripraven hruby lyzat bunck dle kap. 3.8.1 a DNA
byla izolovana metodou fenolové extrakce s naslednym presrazenim ethanolem. Izolovana
DNA slouzila jako pozitivni kontrola v PCR reakci a pro zjisténi citlivosti rodové a druhove
specifické PCR.

Koncentrace DNA byla vypoctena z hodnoty Aieo, Cistota DNA byla kontrolovana pomoci
pOIIléI'U. Agﬁo/ Azgo (Tab14)

Tab.14: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty celkové DNA Bifidobacterium
animalis RB1-MP v objemu 500 ul. Pro méfeni byl pouzit lid factor 5.

celkové mnoistvi

Azzo Asgo Asse Aszg Azee/ Ao | € [ng/ul] DNA [ng]

DNA B.animalis | 0,008 0,059 0,039 0,013 1,769 11,500 5750

» Byla izolovana DNA v kvalité vhodné pro PCR o koncentraci 11,5 ng/ul.
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4.3  Oveéfeni amplifikovatelnostt DNA a stanoveni citlivosti PCR

DNA cisté bakterialni kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP izolovana metodou
fenolové extrakce byla pouzita pro zjisténi citlivosti rodové a druhové specifické PCR.
V rodove specifické PCR byly pouzity 2 sady primert a to Bif 164 a Bif 662 [66] a primery
Pbi F1 a Pbi R2 [65]. Jako pozitivni kontrola byla pouzivana DNA nafedéna na koncentraci

10 ng/ul.

4.3.1 Uréeni neymensiho mnozstvi DNA amplifikované v rodové specitické PCR
s primery Bif 164 a Bif 662

V rodove specifické PCR byly pouzity rodové specifické primery Bif 164 a Bif 662. V PCR
smesi byl pouzit 1 wl DNA Bifidobacterium animalis RB1-MP, nafedéné na koncentraci
10 ng/ul — 10 fg/ul. Gelova elektroforéza rodove specifickych PCR produkti (523 bp) je na
Obr. 8.

++ 4, ++,+  detekovan PCR produkt rizné intenzity
- PCR produkt nedetekovan

® detekovan slaby amplikon

K pozitivni kontrola, B. animalis

K negativni kontrola

DNA standard 100 bp

Béh Mnoistvi DNA v PCR smési Detekce PCR produktu
1 K -
2 K' [10 ng/pl] + 4+
3 Standard 100 bp Zebiicek
4 10 ng + 4+
5 1 ng + +
6 100 pg +
7 10 pg +
8 1 pg +*
9 100 fg -
10 10 fg -

Obr. 8: Gelova elektroforéza rodove specifickych PCR produktt (523 bp) amplifikovanych
zDNA B. animalis naredéné od 10 ng/ul do 10 fg/ul. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR

produktu.

» Nejmensi mnozstvi DNA  Bifidobacterium animalis RB1-MP
amplifikované v PCR za vzniku specifického PCR produktu dobfe detekovatelného na

detekovatelné

gelu je 10 pg.
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4.3.2 Uréeni neymensiho mnozstvi DNA amplifikované v rodové specitické PCR
s primery Pbi F1 a Pbi R2

Nejmensi mnozstvi DNA amplifikované v rodove specifické PCR za vzniku specifického
amplikonu bylo uréeno také s pouzitim primerti Pbi F1 a Pbi R2. V PCR smési byl pouzit 1 ul
DNA nafedéné v rozmezi 10 ng/ul - 10 fg/ul a program Bifi 914 (Tab. 10). Vysledek gelové
elektroforézy PCR produkth je uveden na Obr. 9.

R MBI RS 116 78 9

+++,++,+  detekovan PCR produkt rizné intenzity

- PCR produkt nedetekovan

® detekovan slaby amplikon

K pozitivni kontrola, B. animalis
K negativni kontrola

DNA standard 100 bp

Béh Mnoistvi DNA v PCR smési Detekee PCR produktu
1 K -
2 Standard 100 bp Zebiicek
3 K' [10 ng/pl] + 4+
4 10 ng ++ +
5 1 ng + +
6 100 pg + *
7 10 pg -
8 1 pg -
9 100 fg -

Obr. 9: Gelova elektroforéza rodove specifickych PCR produkth (914 bp) amplifikovanych
zDNA B. animalis naredéné od 10 ng/ul do 10 fg/ul. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR
produktu.

» Nejmensi detekovatelné mnozstvi DNA Bifidobacterium animalis amplifikované
v PCR s pouzitim primerd Pbi F1 a Pbi R2 za vzniku specifického PCR produktu
dobfe detekovatelného na gelu je 1 ng
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4.3.3 Urceni neymensiho mnozstvi DNA amplifikované v druhové specitické PCR
B. animalis s pouzitim primerd Pbi1 R1 a Ban F2

V druhové specifické PCR byl pouzit 1 pul DNA, ktera byla nafedéna v TE pufru na 10 ng/pl.
Byly pouzity primery Pbi R1 a Ban F2 [67]. Gelova elektroforéza PCR produktii je zobrazena

na Obr. 10.

4 56 78 910

44+ 4+ detekovan PCR produkt rizne intenzity
- PCR produkt nedetekovan

K negativni kontrola

K pozitivni kontrola, B. animalit

k

detekovan slaby amplikon
DNA standard 100 bp

Béh Mnoistvi DNA v PCR smési Detekee PCR produktii
1 K -
2 Standard 100 bp Zebricek
3 K" [10 ng/ul] ++
4 10 ng +++
5 1ng + 4+ +
6 100 pg + +
7 10 pg ++
8 1 pg +
) 100 fg 1
10 10 fg -
Obr. 10: Gelova elektroforéza druhové specifickych PCR  produkti (925 bp)

amplifikovanych z postupné fedéného mnozstvi DNA v rozmezi 10 ng/ pl - 10 fg/ pl. Na gel
bylo nanaseno 25 ul PCR produktu.

» Nejnizsi mnozstvi DNA, které je amplifikovatelné v PCR pii pouziti druhoveé
specifickych primerd za vzniku druhové specifického PCR produktu dobie

detekovatelného na gelu je 1 pg
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4.3.4 Srovnani citlivosti provedenych PCR

Byla stanovena citlivost rodové specifickych PCR pro rod Bifidobacterium a druhové
specifické PCR pro druh B. animalis. Srovnani citlivosti jednotlivych PCR reakei je uvedeno
v Tab. 15. Vypocet mnozstvi bungk, které odpovidda neymensimu mnozstvi DNA
amplifikované v PCR a detekované na gelu vychazi z pfedpokladu, ze 2 fg odpovidaji
chromosomalni DNA v 1 burice.

Tab. 135: Citlivosti pouzitych rodové a druhové specifickych PCR.

Nejmensi mnozstvi

Primery Velikost amplikonu amplifikované DNA Odpovidajici pocet bunek
rodové specificka PCR
Bif 164
523 b 10 5.10°
Bif 662 P be
PbiF1
914 b 1 5.10°
Pbi R2 P "e

druhové specificki PCR

PbiR1

925 b 1 5.10°
Ban 2 P Ps

» Citlivost pouzitych rodove specifickych PCR reakci byla asi 5.10° az 5.10° bundk/
PCR smés.
» Druhové specificki PCR s pouzitim primerd Pbi R1 a Ban F2 je nejcitlivejsi

v

PCR za vzniku druhové specifického PCR produktu detekovatelného na gelu je 1 pg.

4.4 Ptiprava hrubych lyzati bunc¢k ze syru s ptidavkem Bifidobacterium
animalis RB1-MP a izolace DNA metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetického nosice

Nejprve byla testovana lyze bunck a uvolnéni DNA. K 1g Eidamského syru 30 % BUDGET
bylo pridano 0,1 ml naredéné kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP a 2 ml lyzacniho
roztoku B. Ze vzorkl pak byla izolovina DNA metodou fenolové extrakce a s vyuzitim
magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA). DNA byla spektrofotometricky proméfena na
NanoPhotometru a byla pouzita v PCR. Postupy jsou popsany vkap. 3.8.3, 3.8.4, 3.8.8 a
3.8.9.
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4.4.1 Piiprava hrubého lyzatu bunék ze syru s pridavkem Bifidobacterium animalis
RB1-MP

7, bakterialni kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP a syru sriznym piidanym
mnozstvim bunek B.animalis RB1-MP byly piipraveny hrubé lyzaty bunek. Pritomnost DNA
v hrubém lyzatu byla testovana pomoci 0,8 % gelové elektroforézy na agaréze (Obr.11).

23456789 10

4"'

B. animalis hruby lyzat z &isté kultury Bifidobacterium animalis RB1-MP
+4++ 4+ + detekovéna chromosomalni DNA v rizném mnoZstvi
. Vzorek/fFedéni bunék Mnoistvi bunék B. animalis
Beh . v , , Detekce
B. animalis pridanych k syru [cfu/ml]
1 Syr - +
2 107 9 +
3 10°° 84 +
4 107 496 +
5 10™ - +
6 107 - ++
7 107 - ++
8 10" - ++
9 1 - + +
10 B. animalis - +++

Obr.11: Gelova clektoforéza DNA s hrubymi lyzaty. Na gel byla naneseno 15 ul hrubych
lyzath bunék.

» Na 0,8 % gelu byla detekovina chromosomalni DNA u vSech vzorkd.
Extrachromosomalni DNA byla detekovana u hrubého lyzatu cisté kultury B. animalis
RB1-MP.
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4.4.2 Izolace DNA ze syru s piidavkem B. animalis RB1-MP metodou tfenolové
extrakce

7 hrubych lyzath bunek pripravenych dle kap. 3.8.3 byla bakterialni DNA izolovana metodou
fenolové extrakce s naslednym presrazenim ethanolem. Izolovana DNA byla proméiena na
NanoPhotometru. Spektrofotometricky byla zméfena absorbance vrozmezi 220 —320 nm u
ziedénych vzorkti DNA  Bifidobacterium animalis RB1-MP. Vysledky meéfeni jsou
zaznamenany v Tab. 16.

Tab. 16: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty celkové DNA v objemu 500 pl
(izolované ze syru a pridavkem Bifidobacterium animalis RB1-MP). Pro méfeni byl pouzit lid
factor 5. DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce.

DNA ze syru s pfidavkem MnOiftVi c celkové mn.
B. animais (fedéni bunk) | " Ao Aaw Ao/ Ao | | DNA [ug)
[efu/ml]

1 - 0,110 0,080 1,469 23,5 11,75

10 - 0,152 0,108 1,494 333 16,65

107 - 0,146 0,108 1,528 27,5 13,75

107 - 0,139 0,113 1,460 36,5 18,25

10" - 0,152 0,111 1,451 33,0 16,50

107 496 0,114 0,082 1,444 26,0 13,00

10°° 84 0,111 0,081 1,448 24,3 12,15

107 9 0,101 0,070 1,517 22,8 11,40

Syr - 0,065 0,048 1,415 14,5 7,25

» Bylo izolovano od 7,25 do 18,25 ug DNA. Hodnoty koncentrace DNA izolované
fenolovou extrakci se pohybovaly v rozmezi 14,5 ng/ul - 36,5 ng/ul. Tyto koncentrace
DNA jsou vhodné pro pouziti v PCR.

4.4.3 Izolace bakteridlni DNA ze syru s piidavkem B. animalis RB1-MP pomoci
magnetickych nosiéa

Bakterialni DNA byla izolovana z hrubych lyzath buncék pomoci magnetickych &astic
P(HEMA-co-GMA). Castice byly jeitd pied pouzitim promyty 0.5 M EDTA (kvili vychytani
moznych Fe*" jonti). Izolovana DNA byla pies noc eluovana do 100 pl TE pufiu. Cistota a
koncentrace DNA izolované ze syru s pridavkem B. animalis RB1-MP byla zji§téna ze
spektrofotomentrického meéfeni. Absorbance byla merena proti TE pufiu. Hodnoty
jednotlivych absorbanci véetné koncentrace DNA jsou uvedeny v Tab. 17.
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Tab. 17: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a cistoty celkové DNA eluované do
100 ul. Byl pouzit Lid factor 5 a bylo nanaseno 6 ul vzorku DNA. DNA byla izolovana
pomoci magnetického nosice.

DNA ze syru s piidavkem MnoZstvi c celkové mn.
B. animalis (Fedéni bundk) bunél Avo Aam Ase/ Ao || DNA [ng]
[efu/ml]
1 - 0,015 0,009 2,200 2.8 275
10 - 0,033 0,023 1,909 53 525
102 - 0,032 0,018 2,273 6.3 625
107 - 0,027 0,015 2,333 53 525
10 - 0,037 0,025 1,857 6,5 650
107 496 0,042 0,030 1,857 6,5 650
10°¢ 84 0,043 0,031 1,800 6.8 675
107 9 0,045 0,031 1,933 7,3 725
Syr - 0,045 0,032 1,929 6,8 675

» Byla izolovana DNA v mnozstvi 275 ng - 725 ng a o koncentraci v rozmezi 2,75 -
7,25 ng/ul. Tyto koncentrace jsou vhodné pro pouziti v PCR.

4.4.4 Srovnani metod 1izolace DNA ze vzorku syra s ptidavkem B. animalis RB1-MP

DNA byla izolovana ze syru s piidavkem B. animalis pomoci dvou metod. Metodou fenolové
extrakce bylo vyizolovano vétsi mnozstvi DNA. Mnozstvi DNA i1zolované magnetickymi
¢asticemi byl v porovnani s fenolovou extrakci mensi. Co se tyka Cistoty izolované DNA,
pomoci magnetickych ¢&astic byla vyizolovana DNA pomérné vysoké cistoty (hodnoty
poméru absorbanci Asgy/ Azgo s¢ pohybovaly mezi 1,8 — 2,0). Srovnani metod a porovnani
ziskaného mnozstvi DNA je uvedeno v Tab. 18.

Tab. 18: Srovnani metod izolace DN A a ziskanvch koncentraci

. , . .. B Mnoistvi izolované
Izolace DNA lOb;'te"Lh“v‘l';eh‘l’ M“"ﬁg’;‘mwaﬂe DNA [pg] / 100 pl hr. II{)ON'T:‘*““?T
yzatu bunék [ul] [ng] lyzatu bungk [ng/nl]
fenolovd 500 73183 1537 145365
extrakce
magnetické 100 0307 0307 2.8-73
nosice

» Obéma metodami bylo izolovano dostateéné mnozstvi DNA pro pouziti v PCR.
Mnozstvi DNA izolované fenolovou extrakci bylo vétsi.
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4.5 Owefeni amplifikovatelnosti DNA 1zolované ze syru s piidavkem
B. animalis s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Amplifikovatelnost DNA izolované ze syru spfidavkem rizného mnozstvi bunck
Bifidobacterium animalis RB1-MP byla ovéfena s primery Feub a Reub podle Haarmanové
s specifickym amplikonem o velikosti 466 bp [65]. PCR smés byla namichana podle Tab. 6.
Byl pouzit 1 pul DNA izolované fenolovou extrakei a 30 cykld PCR s programem
EUBACTER. Vysledky gelové elektroforézy amplikont jsou uvedeny na Obr. 12.

Ve

4 5 6 7.8 91011 12

+++  detekovan PCR produkt vysokeé intenzity

- PCR produkt nedetekovan

K negativni kontrola

K pozitivni kontrola, B. animalis RB1-MP
Syr DNA izolovana ze syru eidam bez piidavku

bunék B. animalis
DNA standard 100 bp

RBéh Vzorek/Fedéni bunék | Mnoistvi bunék B.animalis | Mnoistvi DNA [ug] Detekece PCR
B. animalis pridanych k syru [¢fu/ml] /PCR smés produktu
1 K’ - - -
2 K " [10 ng/ul] - - + 4+
3 Standard - - 100 bp Zebficek
4 1 - 11,8 +++
5 10" - 16,7 4+
6 10* - 13.8 4+
7 107 - 18.3 4+
8 10" - 16,5 4+
9 107 496 13,0 4+ +
10 10° 84 12,2 +++
11 107 9 11.4 4+ +
12 Syr - 7.3 ++ +

Obr. 12: Gelova elektroforéza amplikont (466 bp) po amplifikaci 1 ul DNA s doménove
specifickymi primery. DNA byla izolovina ze vzorkl syru s pridavkem rtizného mnostvi
bungk B.animalis. Na gel byl nanesen 1 ul PCR smesi, 14 pl PCR vody a 3 pul vkladaciho
pufru.

» U v8ech vzorka byl detekovan amplikon o velikosti 466 bp. Byla ovéfena piitomnost a
amplifikovatelnost bakterialni DNA. Byly amplifikovany velmi intenzivni PCR
produkty.
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4.6  Rodove specificka PCR s primery Bif 164 a Bif 662

Vrodove specifické PCR byla amplifikovana DNA izolovana ze syru s pfidavkem bunek
B. animalis. Pro prikaz ptitomnosti DNA rodu Bifidobacterium byly pouzity rodove
specifické primery Bif 164 a Bif 662 (PCR produkt o velikosti 523 bp) [66]. Amplifikace
DNA probihala svyuzitim programu Bifi 523 v30 cyklech. PCR produkty byvly
identifikovany pomoci agarozové gelové elektroforézy.

4.6.1 Amplifikace DNA izolované ze syru s pridavkem B. animalis fenolovou
extrakei

Pro amplifikaci s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium byl v PCR smési pouzit 1 ul
eluované DNA izolované fenolovou extrakci a bylo pouzito 30 cykla PCR. Gelova
elektroforéza amplikonti je na Obr.13.

+4++,+ detekovan PCR produkt rizné intenzity
- PCR produkt nedetekovan

K negativni kontrola

K pozitivni kontrola, B. animalis

DNA standard 100 bp

RBéh Vzorek/Fedéni bunék | Mnoistvi bunék B.animalis | Mnoistvi DNA [ug] | Detekce PCR
B. animalis pridanych k syru [¢fu/ml] /PCR smés produktu
1 K’ - - -
2 K " [10 ng/ul] - - + 4+
3 Standard - - 100 bp Zebficek
4 1 - 11,8 +
5 10" - 16,7 +
6 107 - 13,8 +
7 107 - 18,3 +
8 10" - 16,5 +
9 107 496 13,0 +
10 107 84 12,2 -
11 107 9 11,4 -

Obr.13: Gelova elektroforéza PCR produkti po amplifikaci 1ul DNA v 30 cyklech PCR. Na gel
bylo nanaseno 25 ul vzorku.

» PCR produkty specifické pro rod Bifidobacterium byly detekovany ve vsech vzorcich

syru s vyjimkou poslednich 2, které obsahovaly nejmensi pocet bunck
Bifidobacterium.
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4.6.2 Amplifikace DNA izolované ze syru s pfidavkem B. animalis magnetickymi
¢asticemi

VPCR smési byl pouzit 1 pul DNA izolované pomoci magnetickych astic
P(HEMA-co-GMA). Vysledky gelové elektroforézy amplikont jsou uvedeny na Obr. 14.

+4+ 4+, + detekovan PCR produkt rizne intenzity
- PCR produkt nedetekovan

K negativni kontrola

K pozitivni kontrola, B. animalis

® velmi slaby amplikon
DNA standard 100 bp

Béh Vzorelk/fedéni bunék | Mnoistvi bunék B. animalis Mnozstvi DNA [ng] Detekee PCR
B. animalis pridanych k syru [cfu/ml] /PCR smes produktu
1 K’ - - -
2 K ' [10 ng/pl] - - + 4+
3 Standard - - 100 bp Zebiicek
4 1 - 275 +
5 10" - 525 +
6 10° - 625 +
7 107 - 525 +
8 10" - 650 +
9 10° 496 650 + %
10 10° 84 675 -
11 107 9 725 -

Obr. 14: Gelova eclektroforéza PCR produkth (523 bp) po amplifikaci 1 ul DNA s rodove
specifickymu primery Bif 164 a Bif 662. DNA byla izolovana ze vzorku syru s pridavkem
rizného mnozstvi B. animalis magnetickymi nosi¢i. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR smgési.

» PCR produkty specifické pro rod Bifidobacterium byly detekovany ve viech vzorcich

syru s vyjimkou poslednich 2, ke kterym byl pifidain neymensi pocet bunck
Bifidobacterium.
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4.6.3 Souhrn vysledkl rodové specifickych PCR s primery Bif 164 a Bif 662

Vrodové specifické PCR, kde byla pouzita DNA izolovana magnetickymi &asticemi
P(HEMA-co-GMA) a fenolovou extrakci byly detekovany PCR produkty u vsech vzorki syru
s pfidanym rtiznym mnoZstvim bundk B. animalis mimo vzorky fedéni bungk 10 a 107, tyto
vzorky obsahovaly nejmensi pocet bunek Bifidobacterium. Metody izolace DNA byly
srovnany a vysledky jsou uvedeny v Tab. 19.

Tab. 19: Srovnani metod izolace DN A pouzité v rodove specifické PCR

Izolace DNA Pocet pridanych Odpovidajici DNA /PCR Citlivost
rolace bunék Bifidobacterium | mmoZstvi DNA smés PCR reakce
fenolova ~ 500 1000 fg 13000 ng
extrakce 10 pe
tické
fagneteke ~ 500 1000 fg 650 ng
nosice

» Pomoci obou metod izolace DNA byla ve vzorcich syru detekovana pfitomnost

Bifidobacterium v pg mnozstvich, coz odpovida citlivosti PCR reakce.
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4.7  Rodove specificka PCR s primery Pb1 F1 a Pb1 R2

Pritomnost bakterii rodu Bifidobacterium bylo testovano také s druhou sadou rodove
specifickych primeri. DNA izolovana fenolovou extrakci a magnetickymi ¢asticemi byla
pouzita vrodové specifické PCR srodové specifickymi primery Pbi F1 a Pbi R2
s specifickym amplikonem o velikosti 914 bp [65]. Amplifikace DNA probihala s vyuZzitim
programu Bifi 914 v 30 cyklech. PCR produkty byly identifikovany pomoci agarézové gelové
elektroforézy.

4.7.1 Amplifikace DNA 1izolované ze syru s pridavkem B. animalis fenolovou
extrakei

Pro amplifikaci s primery specifickymi pro rod Bifidobacterium bylo pouzito 5 ul DNA
izolované ze vzorku syru s pridavkem rizného mnozstvi bunék B. longum fenolovou extrakei.
Vysledek gelové elektroforézy PCR produkt je na Obr. 135.

2.3 456 78 9104112

+++, + detekovan PCR produkt riizné intenzity
- PCR produkt nedetekovan
914 bp - K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis
* detekovan nespecificky PCR produkt
DNA standard 100 bp
Béh Vzorek/fedéni bunék | MnoiZstvi bunék B. animalis | MnoZstvi DNA [pg] Detekece PCR
B. animalis pridanych k syru [cfu/ml| /PCR smés produktu

1 K’ - - -

2 Standard - - 100 bp Zebiicek

3 K ' [10 ng/ul] - - + 4+

4 1 - 11,8 + %

5 10" - 16,7 + %

6 107 - 13.8 + %

7 10° - 18.3 + %

8 10" - 16,5 + *

9 107 496 13,0 +

10 10° 84 12,2 + %

11 107 9 11,4 +

12 Syr - - + *

Obr. 15: Gelova clektroforéza PCR produkth (914 bp) amplifikovanych z DNA izolované
fenolovou extrakci. Bylo pouzito 30 cykld PCR.
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4.7.2 Amplifikace DNA izolované ze syru s pfidavkem B. animalis magnetickymi

nosiéi

V PCR smesi bylo pouzito 5 ul DNA, ktera byla izolovana pomoci magnetickych &astic
P(HEMA-co-GMA). Stejné jako u PCR s DNA izolovanou fenolovou extrakci byl pouzit
program Bifi 914 v 30 cyklech PCR. Vysledek gelové elektroforézy amplikont je na Obr.16.

23 45.6:7 89101112

+++ detekovan PCR produkt rizné intenzity
- PCR produkt nedetekovan
014 bp - K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis
DNA standard 100 bp
RBéh Vzorek/Fedéni bunék | Mnoistvi bunék B. animalis | Mnoistvi DNA [ng] Detekce PCR
B. animalis pridanych k syru [¢fu/ml] /PCR smés produktu

1 K’ - - -

2 Standard - - 100 bp Zebricek

3 K ' [10 ng/pl] - - + 4+

4 1 - 275 -

5 10" - 525 -

6 107 - 625 -

7 10° - 525 -

8 10" - 650 -

9 107 496 650 -

10 10° 84 675 -

11 107 9 725 -

12 Syr - - -

Obr.16: Gelova elektroforéza PCR produkth (914 bp) amplifikovanych z DNA izolované
magnetickymi nosi¢i. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

4.7.3 Shrunuti vysledkl rodové specifické PCR s primery Pbi F1 a Pbi R2

V PCR s rodové specifickymi primery Pbi F1 a Pbi R2 byla pouzita DNA izolovana ze syru
s pfidavkem rtizné¢ho mnozstvi bun¢k B. animalis metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA) u viech vzorka. Citlivost této rodove specifické
reakce je nizka v porovnani s rodove specifickou PCR s primery Bif 164 a Bif 662, nejspis
proto nebyly PCR produkty amplifikované z DN A detekovany.
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4.8  Druhove specificka PCR B. animalis s primery Pbi R1 a Ban F2

DNA 1zolovana z komplexu syru s bunkami B. animalis fenolovou extrakci a magnetickymi
¢asticemi byla pouzita v druhové specifické PCR s druhové specifickymi primery Pbi R1 a
Ban F2 s specifickym amplikonem o velikosti 925 bp. Amplifikace DNA probihala s vyuZzitim
programu BANIM v 35 cyklech. K detekci PCR produkth byla pouzita gelova elektroforéza.

4.8.1 Amplifikace DNA izolované ze syru s pridavkem B. animalis fenolovou

extrakei

Pro amplifikaci s primery specifickymi pro druh Bifidobacterium animalis bylo pouzito 5 ul
DNA izolované ze vzorku syru s pridavkem rtiizného mnozstvi bunék B. animalis fenolovou
extrakci. Vysledek gelové elektroforézy PCR produkti je na Obr. 17.

2345678 9101112

R detekovan PCR produkt rizné intenzity

- PCR produkt nedetekovan
925 bp - K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis
* detekovan slaby amplikon
DNA standard 100 bp
Béh Vzorek/fedéni bunék | MnoZstvi bunék B. animalis | Mnoistvi DNA [ug] Detekce PCR
B. animalis pridanych k syru [cfu/ml| /PCR smes produktu
1 K- - - -
2 Standard - - 100 bp Zebficek
3 K 7 [10 ng/pl] - - ++
4 1 - 11.8 ++
5 107 - 16,7 ++
6 10” - 13,8 ++
7 10° - 18,3 ++
8 10" - 16,5 ++
9 10° 496 13,0 ++
10 10° 84 12,2 +*
11 107 9 11,4 -
12 Syr - - -

Obr. 17: Gelova elektroforéza PCR produktd (925 bp) amplifikovanych z DNA izolované
ze syru s pridavkem bunek B. animalis fenolovou extrakei.
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4.8.2 Amplifikace DNA izolované ze syru s pfidavkem B. animalis magnetickymi
¢asticemi

V PCR smesi bylo pouzito 5 ul DNA, ktera byla izolovana pomoci magnetickych ¢astic. Byl
pouzit program BANIM v 35 cyklech PCR. Vysledek gelové elektroforézy PCR produkti je
na Obr. 18.

1 234567 89101142

+++,++ detekovan PCR produkt rizne intenzity
- PCR produkt nedetekovan
925 bp - K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis
DNA standard 100 bp
RBéh Vzorek/Fedéni bunék | Mnoistvi bunék B. animalis | Mnoistvi DNA [ng] | Detekce PCR
B. animalis pridanych k syru [cfu/ml] /PCR smés produktu

1 K- - - -

2 Standard - - 100 bp Zebiicek

3 K " [10 ng/p] - - ++

4 1 - 275 ++

5 10" - 525 ++

6 10° - 625 ++

7 107 - 525 ++

8 10" - 650 ++

9 107 496 650 ++

10 10° 84 675 -

11 107 9 725 -

12 Syr - - -

Obr. 18: Gelova elektroforéza PCR produkti (925 bp) amplifikovanych z DNA izolované ze
syru s pridavkem bunck B. animalis magnetickymi nosi¢i. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR
produktu.

4.8.3 Shrunuti vysledkt druhové specitické PCR s primery Pb1 R1 a Ban F2

V PCR s druhove specifickymi primery Pbi R1 a Ban F2 byla pouzita DNA izolovana ze syru
s pfidavkem rtizné¢ho mnozstvi bun¢k B. animalis metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetickych c¢astic P(HEMA-co-GMA). PCR prokukty amplifikované z DNA byly
detekovany u vSech vzorkii syru s vyjimkou posledniho (u DNA izolované fenolovou
extrakci) nebo poslednich 2 (u DNA izolované magnetickymi nosi¢i), ve kterych bylo
nejmensi mnozstvi piidanych bunék B. animalis. U vzorku syru eidam bez pridavku bunck
nebyl PCR produkt detekovan.
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4.9  Zakoncentrovani DNA izolované magnetickymi ¢asticemi

Bakterialni DNA byla izolovana ze syru s pfidavkem B. animalis RB1-MP magnetickymi
casticemi P(HEMA-co-GMA) podle postupu uvedeného v kap. 3.8.8. DNA byla ¢luovana do
50 Wl TE pufru. DNA byla izolovana z 300 ul hrubého lyzatu bunék a nasledné
spektrofotometricky proméfena a pouzita v PCR.

4.9.1 Spektrofotometrické stanoveni ¢istoty a koncentrace DNA

Na NanoPhotometru byly zméreny nasledujici hodnoty absorbanci vypovidajici o Cistote
DNA a jeji koncentrace. DNA byla eluovana do 50 ul TE pufru. Udaje jsou uvedeny v Tab.
20.

Tab. 20: Hodnoty absorbanci v rozpéti vinovych délek 230 — 320 nm. Pro méfeni byl pouzit
lid factor 5. DNA byla izolovana pomoci magnetickych ¢astic.

DNA ze syru s piidavkem MnoiZstvi Aseo Asss ¢ [ng/ul] celkové mn.
B. animalis (fedéni bunék) | bunék [cfu/ml] DNA [ng]
1 - 0,038 0,062 8.3 413

10" - 0,048 0,082 11,0 550
107 - 0,063 0,080 14,2 710
107 - 0,034 0,035 6.5 325
10™ - 0,073 0,094 15,5 775
107 496 0,074 0,098 16,2 810
10° 84 0,058 0,076 12,3 615
107 9 0,103 0,165 24,5 1225
Syr - 0,084 0,124 18,0 900

» Hodnoty koncentraci bakterialni DNA se pohybovaly v rozmezi 6,5 - 24,5 ng/ul a toto
mnozstvi je dostatecné pro PCR.

4.9.2 Amplifikovatelnost zakoncentrované DNA s primery pro doménu Bacferia

DNA byla izolovana pomoci magnetickvch nosi¢i a zakoncentrovana e¢luci v mensim
mnozstvi TE pufru. Vzorky se zakoncentrovanou DNA byly nejprve otestovany na doménu
Bacteria. Do PCR smesi byl pouzit vzdy 1 ul zkoncentrované DNA, ktera byla naredéna v TE
pufru v pomérech 1:1, 1:10 a 1:100, kvl zjisténi pfitomnosti inhibitord. PCR produkty byly
detekovany pomoci gelové elektroforézy, ktera je uvedena na Obr. 19.
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4.5,678910 112 13 1415161718 19,20 21.22,, 232425 26 27 28 29 30 31

A+ detekovan PCR produkt rizné intenzity DNA standard 100 bp
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis
Vzorek/Fedé Pridavek D;téll;ce Vzorek/fed Pridavek DIe’t(‘;II::e
Béh ni bunék bunék Béh ¢éni bunék bunék
B. animalis | B. animalis proclilukt B. animalis | B. animalis proﬂukt
) Standard 100 bp Zebfiek 13 Standard 100 bp Zebiicek
14 1 - + +
2 K- - - 15 10" - ++
3 K" [10 ng/ul] - ++ 16 | _ 107 - ++
4 1 - ++ 17 | = 10° - ++
5 10" - + 18 | § 10" - ++
6 10* - ++ 19 |3 10° 496 ++
7 | = 10° - ++ 20 10° 84 ++
8 _Zg 10* - ++ 21 107 9 ++
9 | . 10” 496 + 22 Syr 0 + +
10 10° 84 ++ 23 1 - ++
11 107 9 + 24 10" - ++
12 Syr 0 ++ 25 | o 107 - ++
26 | 2 10° : 4
27 | g 10 - ++
28 | B 107 496 ++
29 | 10° 84 ++
30 107 9 ++
31 Syr 0 ++

Obr. 19: Gelova elektroforéza doménove specifickych PCR produkt (466 bp). Amplifikovana
byla DN A izolovana pomoci magnetického nosice nefedéna, redéna 10x a 100x.

» PCR produkty o velikosti 466 bp byly detekovany po amplifikaci nefedéné, fedéné
DNA 10x a 100x. Bakterialni DNA je tedy amplifikovatelna a miize byt dale pouZita
vrodoveé specifické PCR. ROzné intenzity PCR produkti odrazeji rlizné mnozstvi
izolované DNA v PCR smési.
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4.9.3 Rodove specificka PCR pro rod Bifidobacterium

Zakoncentrovana DNA izolovana ze syru s pfidavkem bunék B. animalis byla testovana na
zatazeni do rodu Bifidobacterium. V PCR smesi byl pouzit 1 ul DNA, ktera byla fedéna
v pomeérech 1:1, 1:10 a 1:100. Vysledky gelové elektroforézy amplikonti jsou na

Obr. 200br. 20.

4 56 7 8 9 10 1112, 13441616517 18419220 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30 31

v

+++ 4+ detekovan PCR produkt rizné intenzity DNA standard 100 bp

- PCR produkt nedetekovan *  detekovan slaby amplikon
K negativni kontrola K" pozitivni kontrola, B. animalis
Vzorek/fedé Pridavek DIe’t(‘;II::e Vzorek/fed Pridavek DIe’t(‘;II::e
Béh ni bunék bunék Béh ¢éni bunék bunék
B. animalis B. animalis pro:llukt B. animalis | B. animalis proﬂukt
1 Standard 100 bp zebiicek 13 Standard 100 l’p Zebiitek
14 1 5.10 -
2 K - - - 15 10" 5.10° -
3 K' [10 ng/ul] - + 4+ 16 | _ 10° 5.10° +
4 1 5. 107 - 17 | = 107 5. 10* + %
5 10" 5.10° - 18 | 8 10 5000 +*
6 107 5.10° + 19 )E 10° 496 +
7 | = 107 5. 10 4% 20 10° 84 4
8 _§ 10" 5000 - 21 107 9 1%
9 |, 10° 496 - 22 Syr 0 -
10 10° 84 - 23 1 5.107 + ok
11 107 9 - 24 10" 5.10° +
12 Syr 0 - 25 | o 107 5.10° + ok
% | 2 100 5. 10* v
27 | 10 5000 -
28 | B 10° 496 +
20 | ™ 10° 84 -
30 107 9 +
31 Syr 0 -

Obr. 20: Gelova elektroforéza PCR produkti amplifikovanych z zakoncentrované DNA
izolované pomoci PFLHEMA-co-GMA).
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# Jen u nékterych vzorki fedéné DNA byly detekovany amplikony specifické pro rod
Bifidobacterium (523 bp). Pravdépodobné spolu s zakoncentrovanim DNA doslo
ke zvvseni mnozstvi piitomnych inhibitorti. Metoda zakoncentrovani DNA izolované
magnetickymi ¢asticemi P(HEMA-co-GMA) tedy neni vnasem experimentalnim
usporadani vhodna. Nadale nebylo s zkoncentrovanou DNA pracovano.

4.10 Ptiprava hrubych lyzatl z realnych vzork( probiotickych syra typu eidam

Byly zpracovany 4 vzorky syrit PS 1, PS 8334, PS 8341 a PS 8346. Z probiotického syru
nakrajeného na drobné kousky byl pripraven hruby lyzat bunek dle kap.3.8.2 a nasledné byla
izolovana DNA metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych nosi¢dt P(HEMA-co-
GMA). Pritomnost DNA byla testovana pomoci 0,8 % gelové elektroforézy. Vysledky jsou
uvedeny na Obr. 21.

Béh Vzorek syru Detekece DNA
1 PS1 +
2 PS 8334 +
3 PS 8341 +
4 PS 8346 +
+ detekovana chromosomalni DNA

Obr. 21: Gelova elektroforéza hrubych lyzati bunck izolovanych z realnych vzorkil
probiotickych syrti. Na gel bylo naneseno 15ul hrubych lyzatd bunek.

» V hrubych lyzatech bunék bylo detekovano malé mnozstvi DNA, kterd byla ¢aste¢né
degradovana.
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4.11 TIzolace DNA z probiotickych syrt metodou fenolové extrakce

Z hrubych lyzath bunek pripravenych dle kap 3.8.2 byla DNA izolovana metodou fenolové
extrakce s naslednym presrazenim ethanolem popsané vkap.3.8.4 a 3.8.5. Izolovana DNA
byla proméiena na NanoPhotometru. Bylo nanasno 6 ul DNA ¢luované v 500 ul TE pufiu a
pouzit lid factor 5. Spektrofotometricky byla zméfena absorbance v rozmezi 220 — 320 nm.
Vysledky méfeni jsou zaznamenany v Tab. 21.

Tab. 21: Vysledky spektrofotometrického méreni DN A izolované ze syru fenolovou extrakci.

V:;::k Aszp Asgo Asgp Aszo Az Asgo ¢ [ng/ul] C]‘;lﬁOAVFp:]n ’
PS1 0,065 0,080 0,057 0,019 1,605 15,3 7,65

PS8334 | 0,020 0.068 0045 0012 1,679 14.0 7.00

PS 8341 | 0.000 0,063 0,048 0.016 1,469 11.8 5,90

PS 8346 | 0,090 0,098 0,058 0,012 1,870 21,5 10,75

» Koncentrace celkové DNA izolované ze syri se pohvbovala vrozmezi od 11,8 do
21,5 ng/ul. Byla izolovana DNA v dostate¢ném mnozstvi pro PCR.

412 Izolace DNA z probiotickych syrt pomoci magnetickych nosica

Z hrubych lyzatt bunék byla bakterialni DNA izolovana také pomoci magnetickych nosica
P(HEMA-co-GMA) dle kap. 3.8.8. [zolovana DNA byla promérena na NanoPhotometru. Byl
pouzit lid factor 5 a bylo nanaseno 6 pul DNA eluované ve 100 ul TE pufru.
Spektrofotometricky byla zméfena absorbance v rozmezi 220 — 320 nm. Namétfené hodnoty
jsou uvedeny v Tab. 22.

Tab. 22: Vysledky spektrofotometrického méfeni DNA izolované ze syri magnetickymi
nosici.

V;;::k Ay Az Asgo Agy Aser/ Azgo Ao/ Az ¢ [ng/pl] CSII;{I;VF“Z]H .
PS1 0.070 0,069 0,041 0.016 2,120 0,981 13,3 1,33

PS8334 | 0058 0042 0025 0011 2214 0,660 78 0,78

PS8341 | 0,037 0,020 0022 0010 1,583 0,704 48 0,48

PS 8346 | 0.135 0,030 0,023 0,007 1.437 0.180 5.8 0,58

» Koncentrace celkové DNA izolované ze syri magnetickymi nosiéi se pohybovaly
vrozmezi od 4.8 do 13,3 ng/ul. DNA byla izolovana v dostatetném mnoZstvi pro
pouziti v PCR.
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4.13 Oveéfeni amplifikovatelnostti DNA 1zolované z probiotickych syril
s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Amplifikovatelnost DNA i1zolované z testovanych vzorkil probiotickych syrt byla ovérena s
primery Feub a Reub podle Haarmanové [65]. PCR smés byla namichana podle Tab. 6. Byl
pouzit 1 ul DNA izolované fenolovou extrakci a magnetickymi nosi¢i a 30 cykli PCR
s programem EUBACTER. Specificky amplikon byl o velikosti 466 bp [65]. Vysledek gelové
elektroforézy amplikonti je uveden na Obr. 22.

8 9 10 1
+++,++,+ detekovan PCR produkt rizne intenzity
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis

DNA standard 100 bp

Beéeh Metoda izolace DNA Vzorek Detekce PCR produktu
1 PS1 ++
2 fenolova extrakce P'S 8334 iy
3 PS 8341 +
4 PS 8346 +
5 - K- -
6 - Standard 50 bp Zebiidek
7 - K ' [10 ng/ul] ++
8 PS1 ++
9 magnetické nosice PS 8334 ++
10 P(HEMA-co-GMA) PS 8341 +
11 PS 8346 +

Obr. 22: Gelova clektroforéza amplikoni (466 bp) po amplifikaci 1 pul DNA s doménove
specifickymi primery. DNA byla izolovana ze vzorki probiotickych syrit fenolovou extrakcei a
magnetickymi nosi¢i. Na gel byl nanesen 1 ul PCR smesi, 14 pl PCR vody a 3 ul vkladaciho
pufru.

» Testem amplifikovatelnosti s primery Feub a Reub bylo ovéfeno, ze DNA izolovana
z probiotickych syrt je amplifikovatelna. PCR produkty byly detekovany u vsech
vzorkl, coz potvrzuje piitomnost DNA domény Bacteria.
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4.14 Rodove specificka PCR s primery Bif 164 a Bif 662

Pro prikaz pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium byly pouzity rodove specifické primery
Bif 164 a Bif 662 (PCR produkt o velikosti 523 bp) [66]. Amplifikace DNA probihala
s vyuzitim programu Bifi 523. Gelova elektroforéza byla pouzita pro detekei amplikoni.
Amplifikovana byla DNA izolovana fenolovou extrakei a magnetickymi nosici.

4.14.1 Amplifikace DNA izolované z probiotickych syrii fenolovou extrakei

V PCR smési byl pouzit 1 a 3 pl DNA izolované z probiotickych syrii. DNA byla izolovana
metodou fenolové extrakce snaslednym presrazenim ethanolem. Vysledek gelové
elektroforézy PCR produkth je uveden na Obr. 23.

28 4667 89101

+++ ++ + detekovan PCR produkt
rizné intenzity

- PCR produkt nedetekovan

K negativni kontrola

K pozitivni kontrola B. animalis

* detekovan slaby amplikon

523 bp - DNA standard 100 bp

Béh Vzorek Vina v PCR smési [ul] | Detekce PCR produktu
1 K - -
2 K" [10 ng/ul] 1 ++
3 Standard - 100 bp Zebiicek
4 PS1 1 + *
5 PS 8334 1 +
6 PS 8341 1 -
7 PS 8346 1 + +
8 PS1 3 +
9 PS 8334 3 ++
10 PS 8341 3 + *
11 PS 8346 3 + 4+

Obr. 23: Gelova clektroforéza PCR produkth (523 bp) amplifikovanych z DNA izolované
z probiotickych syrii fenolovou extrakci. V PCR smé&si byl pouzit 1 ul a 3 ul DNA a 30 cykla
PCR. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.
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» Pii pouziti 1 ul DNA v PCR smési byly detekovany amplikony vzorku PS 1, PS 8334
a PS 8346. U vzorku PS 8341 nebyl PCR produkt detekovan. PCR produkty rtizné
intenzity byly detekovany pii amplifikaci 3 ul DNA viech vzorki.

4.14.2 Amplifikace DNA 1izolované z probiotickych syrti fenolovou extrakei —

navyseni mnozstvi DNA v PCR smési a cykld PCR

Jelikoz v predchozi PCR reakci byly detekovany amplikony rizné intenzity u vzorkti PS 1 a
PS 8341, byla provedena PCR s navySenym mnozstvim DNA a cykld. V PCR smesi bylo
pouzito 5 ul DNA a 35 cykli PCR. Gelova elektroforéza PCR produkth je uvedena na Obr.

24,
+++,+4+ detekovan PCR produkt rizne intenzity
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis
* detekovany nespecificke PCR produkty
DNA standard 100 bp
Béh Vzorek Detekce PCR produktu
523 bp - 1 PS1 ++ %
2 PS 8341 + 4%
3 K -
4 Standard 100 bp Zebiicek
5 K" [10 ng/pl] + 4+ %

Obr. 24: Gelova clektroforéza PCR produkti (523 bp) amplifikovanych z DNA izolované
z probiotickych syrit PS 1 a PS 8341 fenolovou extrakci. V PCR smési bylo pouzito 5 ul DNA.

Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

» U vzorki DNA PS 1 a PS 8341 byly detekovany silngjsi amplikony pi1 pouziti Sul

DNA v PCR smési a 35 eyklia PCR.
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4.14.3 Amplifikace DNA izolované z probiotickych syrii magnetickymi ¢asticemi

Vrodové specifické PCR s primery Bif 164 a Bif 662 bylo pouzito 5 ul DNA izolované
z probiotickych svrii pomoci magnetickych ¢astic P(HEMA-co-GMA) a 30 cykld PCR.
Gelova elektroforéza PCR produktii (523 bp) je uvedena na Obr. 25,

+++++ + detekovan PCR produkt riizné
intenzity

- PCR produkt nedetekovan

K negativni kontrola

K pozitivni kontrola, B. animalis

523 bp - DNA standard 100 bp

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 K’ -
2 Standard 100 bp Zebricek
3 K ' [10 ng/pl] ++
4 PS1 +
5 PS 8334 ++
6 PS 8341 +
7 PS 8346 +++

Obr. 25: Gelova elektroforéza PCR produkt (523 bp) amplifikovanych z DNA izolované
z probiotickych syri magnetickymi nosi¢i. V PCR smgési bylo pouzito 5 ul DNA. Na gel bylo
naneseno 25 pl PCR produktu.

» Specitické PCR produkty rodu Bifidobacterium byly detekovany po amplifikaci DNA
izolované ze viech probiotickych syrt.

4.14.4 Souhrn vysledki rodové specitické PCR s primery Bif 164 a Bit 662

Vrodoveé specifické PCR byla detekovana DNA izolovana z probiotickych syriit metodou
fenolové extrakce 1 magnetickymi ¢asticemi. Byly detekovany specifické amplikony rizné
intenzity (523 bp). Mnozstvi DNA pouzité v PCR smési se pohybovalo od 1 ul do 5 ul. DNA
rodu Bifidobacterium byla prokazana ve vsech vzorcich probiotickych syrt.
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914 bp

4.15 Rodove specificka PCR s primery Pb1 F1 a Pb1 R2

DNA 1zolovana z probiotickych syrti byla testovana v rodové specifické PCR také s primery
Pbi F1 a Pbi R2 [65] pro ovéreni pritomnosti DNA rodu Bifidobacterium. Pro amplifikaci
cilové DNA byl zvolen program Bifi 914 a 35 cyklt PCR. PCR produkty byly vizualizovany
na 1,8 % gelu. Amplifikovana byla DNA izolovana metodou fenolové extrakce a

magnetickymi nosici.

4.15.1 Amplifikace DNA 1zolované z probiotickych syra fenolovou extrakei

V rodové specifické PCR bylo pouzito 5 ul DNA izolované z probiotickych syrii fenolovou
extrakci a 35 cykli PCR. Vysledek gelové elektroforézy PCR produktl je uveden na Obr. 26.

DNA standard 100 bp

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 K- -
2 Standard 100 bp Zebiicek
3 K 7 [10 ng/ul] ++
4 PS1 -
5 PS 8334 -
6 PS 8341 -
7 PS 8346 +
++4, + detekovan PCR produkt rizné intenzity
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis

Obr. 26: Gelova elektroforéza PCR produkti (914 bp) amplifikovanych z DNA izolované
fenolovou extrakei z probiotickych syrti. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

# Specficky PCR produkt byl prokazan pouze po amplifikaci DNA izolované ze syru

PS 8346.
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4.15.2 Amplifikace DNA izolované z probiotickych syrii magnetickymi nosici

V PCR smési bylo pouzito 5 ul DNA izolované magnetickymi nosi¢i P(HEMA-co-GMA)
z probiotickych syrii. Bylo pouzito 35 cykli PCR. Vysledek gelové elektroforézy PCR
produktii je uveden na Obr. 27.

e v

+4++ detekovan PCR produkt rizné intenzity
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola

914 bp - K pozitivni kontrola, B. animalis

DNA standard 100 bp

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 K’ -
2 Standard 100 bp Zebiicek
3 K " [10 ng/pl] + 4+
4 PS1 -
5 P5S 8334 +
6 PS 8341 -
7 PS 8346 ++

Obr. 27: Gelova elektroforéza PCR produktt (914 bp) amplifikovanych z 5ul DNA izolované
z probiotickych syrti magnetickymi nosi¢i. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

» Specificky PCR produkt byl detekovan pouze po amplifikaci DNA izolované ze syru
PS 8334 a PS 8346.

4.15.3 Souhrn vysledkid rodové specitické PCR s primery Pbi F1 a Pb1 R2

Pro ovéfeni pfitomnosti bakterii rodu Bifidobacterium byly zvoleny také primery Pbi F1 a
Pbi R2, které byly pouzity pro amplifikaci Sul DNA izolované z probiotickych syri jak
fenolovou extrakeci tak 1 pomoci magnetickych nosici. DNA rodu Bifidobacterium byla
prokazana ve dvou vzorcich probiotickych syrt.
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4.16 Zarazeni bakterii rodu Bifidobacterium do druhu svyuzitim druhove
specifickych PCR

Pro druhové zarazeni bakterii rodu Bifidobacterium byly provedeny 4 druhové specifické
PCR reakce s druhoveé specifickymi primery (Tab. 3). Byla amplifikovana DNA izolovana
z realnych vzorkh probiotickych syrii (PS 1, PS 8334, PS 8341 a PS 8346) metodou fenolové
extrakce (Tab. 21).

4.16.1 Druhove specificka PCR B. longum

V PCR byly pouzity druhové specifické primery BiILON 1 a BiLON 2 [68], 1 ul DNA a 35
cyklt PCR v programu MATSUKI (Tab. 11). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
izolovana z bakterii Bifidobacterium longum fenolovou extrakci o koncentraci 10 ng/ul
Gelova elektroforéza PCR produkti je uvedena na Obr. 28.

1 2 3 4 5 6 7 Béh Vzorek Detekce PCR produktu

1 K- -
2 Standard 100 bp Zebiicek
3 K " [10 ng/ul] + 4+
4 PS1 -
5 PS 8334 -
6 PS 8341 -
7 PS 8346 -

831 bp IR silné detekovan PCR produkt
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. longum

DNA standard 100 bp

Obr. 28: Gelova elektroforéza PCR produkti (831 bp) amplifikovanych v druhové specifické PCR
B. longum. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

» U zadného vzorku probiotického syru nebyla prokazana piitomnost DNA druhu
Bifidobacterium longum.
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4.16.2 Druhové specificka PCR B. infantis

Byly pouzity druhové specifické primery BiINF-1 a BiINF-2 [68] a 35 cyklt PCR s pouZzitim
programu MATSUKI (Tab. 11). V PCR smési byl pouzit 1 ul DNA. Jako pozitivni kontrola
byla pouzita DNA izolovana z bakterii Bifidobacterium infantis fenolovou extrakci o
koncentraci 10 ng/ul. Vysledek gelové elektroforézy PCR produkth (828 bp) je uveden na
Obr. 29.

1 2 NG

Béh Vzorek Detekce PCR produktu
1 K- -
2 Standard 100 bp Zebiicek
3 K ' [10 ng/pl] ++
4 PS1 -
5 PS 8334 -
6 PS 8341 -
7 PS 8346 -
+++ silné detekovan PCR produkt
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. infantis

DNA standard 100 bp

Obr. 29: Gelova elektroforéza PCR produktti (828 bp) amplifikovanych v druhové specifické
PCR B. infantis. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

» U zadného vzorku probiotického syru nebyly detekovany PCR produkty specifické
pro druh B. infantis. DNA B. infantis nebyla ve vzorcich prokazana.
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4.16.3 Druhové specificka PCR B. bifidum

V druhove specifické PCR byly pouzity primery BiBIF-1 a BiBIF-2 [68]. V PCR smé&si byl
pouzit 1 ul DNA izolované z probiotickych syrti a program MATSUKI (Tab. 11) a 35 cykld
PCR. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovana z bakterii Bifidobacterium bifidum
fenolovou extrakci o koncentraci 10 ng/ul. Gelova elektroforéza PCR produkti (278 bp) je
uvedena na Obr. 30.

Beéeh Vzorek Detekce PCR produktu
1 K- -
2 Standard 50 bp Zebiidek
3 K " [10 ng/ul] +
4 PS1 -
5 PS 8334 -
6 PS §341 -
7 PS 8346 -
+4++ siln€ detekovan PCR produkt
- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. bifidum
DNA standard 50 bp

Obr. 30: Gelova elektroforéza PCR produktt (278 bp) amplifikovanych v druhove specifické

PCR B. bifidum. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

» U 7adného vzorku probiotického syru nebyla prokdzana piitomnost DNA bakterii

druhu B. bifidum.
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925 bp -

4.16.4 Druhové specificka PCR B. animalis

V druhove specitické PCR pro druh B. animalis byly pouzity primery Pbi R1 a Ban F2 [67]
s PCR produktem o velikosti 925 bp. Do PCR smesi byl pipetovan 1 ul DNA. Byl zvolen
program BANIM (Tab. 12) a 35 cyklt PCR. Vysledek gelové elektroforézy PCR produktu je

uveden na Obr. 31 .

Beéeh Vzorek Detekce PCR produktu
1 K’ -
2 Standard 100 bp Zebiicek
3 K ' [10 ng/ul] + ot
4 PS1 ++
5 PS 8334 ++
6 PS5 8341 +
7 PS 8346 +

DNA standard 100 bp

+++,+++ detekovan PCR produkt rizné intenzity

- PCR produkt nedetekovan
K negativni kontrola
K pozitivni kontrola, B. animalis

Obr. 31: Gelova elektroforéza PCR produktti (925 bp) amplifikovanych v druhové specifické PCR

B. animalis. Na gel bylo naneseno 25 ul PCR produktu.

» U viech vzorkl probiotickych syrii byla zjisténa piitomnost DNA B. animalis. PCR

produkty (925 bp) byly detekovany v rizné intenzite.
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4.16.5 Shrnuti vysledki druhové specifickych PCR

Pro druhové zafazeni bakterii rodu Bifidobacterium pritomnych v probiotickych syrech byly
pouzity celkem 4 druhoveé specifické PCR. Ve 3 druhoveé specifickych PCR nebyly
detekovany specifické PCR produkty. Pouze po amplifikaci DNA v druhoveé specifické PCR
B. animalis byly detekovany specifické PCR produkty. Tim byla prokazana piitomnost
bakterii druhu B. animalis ve viech analyzovanych vzorcich probiotickych syri. Vysledky
jsou shrnuty v Tab. 23.

Tab. 23: Vysledek testovani DNA izolované z probiotickych syrii v druhoveé specifickych
PCR

Vzorek Pritomnost DNA druhu Bifidobacterium
syru B.longum | B. bifidum B.infantis | B. animalis
PS1 - - - +

PS 8334 - - - +

PS 8341 - - - +

PS 8346 - - - +

» Ve wvsech wvzorcich probiotickych syrd byla zjisténa pritomnost bakterii
Bifidobacterium animalis. Pritomnost bakterii druhu B. longum, B. infantis a
B.bifidum nebyla prokazana.

4.17 Stanoveni mnozstvi bakterii B. animalis v probiotickych syrech

Ve vSech vzorcich probiotickych syrii byla prokazana pritomnost DNA bakterii B. animalis.
Byly detekovany PCR produkty rizné intenzity, coz mize odrazet rizné mnozstvi DNA
Bifidobacterium animalis ve vzorcich syrG. Pro pfiblizné stanoveni mmozstvi bakterii
piitomnych v syrech byla provedena druhové specificka PCR s primery Pbi R1 a Ban F2. Na
gel byly naneseny PCR produkty amplifikované z DNA izolované ze syrti metodou fenolové
extrakce a magnetickych nosich a také amplifikované z purifikované DNA izolované z &isté
kultury B. animalis fenolovou extrakci nafedéné od 10 ng/ pl po 10 fg/ pl. Gelova
elektroforéza PCR produkti ( 925 bp) je uvedena na Obr. 32.
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925 bp -

101112 1314 1516 17 18

Béh Metoda izolace DNA Vzorek Detekee PCR Mnozstvi I?,NA/PCR
produktu smes

1 PSé.l + 0 1pg
2 fenolova extrakcee PSC. 8334 - 10- 100 pg
3 PS €. 8341 + * O1pg
4 PS &. 8346 4 100 pg
5 - K- - -
6 - Standard 100 bp Zebficek -
7 - K~ +++ 10 ng
8 10 ng +++ 10 ng
9 1 ng +++ 1ng
10 100 pg + + 100 pg
11 - 10 pg + + 10 pg
12 1pg + 1pg
13 100 fg - 100 fe
14 10 fg - 10 fg
15 PS¢l + * O1pg
16 magnetické nosice PS¢. 8334 + 10 pg
17 P(HEMA-co-GMA) PS €. 8341 + * O1pg
18 PS¢ 8340 + + 100 pg

+++,++,+  detekovan PCR produkt rizné intenzity K negativni kontrola

- CR produkt nedetekovan K pozitivni kontrola, B. animalis

Ed

detekovan slaby amplikon

100 bp DNA standard

Obr. 32: Vysledek gelové elektroforézy PCR poduktd (925 bp) amlifikovanych z DNA
izolované z probiotickych syrd. Na gel bylo pro odhad mnozstvi DNA nanesena také
nafedéna DNA izolovana z Cisté kultury B. animalis. Na gel bylo naneseno 25 pul PCR
produktu.
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» Porovnanim intenzity PCR produktd bylo stanoveno pfiblizné mnozstvi DNA
B. animalis ptitomnych v realnych vzorcich probiotickvch syrii. Nejmendi mnozstvi
cilové DNA o koncentraci nizéi nez 1 pg/ PCR smés bylo detekovano u vzorku syru
PS 1 a PS 8341. Srovnatelné mnozstvi DNA bylo detekovano po amplifikaci DNA
izolované jak fenolovou extrakci tak pomoci magnetickych nosict. U vzorku ¢&. 8334
bylo detekovano mnozstvi DNA 10 pg/PCR smés po amplifikaci DNA izolované
magnetickymi nosi¢i a 10 — 100 pg/ PCR smés po amplifikaci DNA izolované
fenolovou extrakei. Nejvetdi mnozstvi DNA bylo detekovano u vzorku syru ¢ 8346 a
to okolo 100 pg/ PCR smés.

4.17.1 Srovnani vysledkil amplifikace DNA 1zolované z probiotickych syrt fenolovou
extrakei a magnetickymi nosici

Amplifikaci DNA izolované z realnych vzorkl probiotickych syrti bylo prokazano, ze syry
obsahovaly rGzné mnoZstvi DNA B. animalis. Nejvice cilové DNA bylo obsaZeno v syru
PS 8346, pak v PS 8334 a nejmén¢ DNA B. animalis bylo piitomno ve vzorcich PS 8341 a
PS 1. Stejné vysledky byly prokazany po amplifikaci DNA izolované ob&éma metodami,
fenolovou extrakei a pomoci magnetickych nosici PAHEMA-co-GMA).
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5 DISKUZE

5.1 Kultivace bunék

Bakterie Bifidobacterium animalis RB1-MP byly kultivovany v tekutém MRS médiu za
anaerobnich podminek pti 37 °C. Po 2 dnech kultivace bylo pozorovano zakaleni média a
buriky sedimentované na dné zkumavky. Podobny rst bunck byl popsan v literatuie [70]. Pro
overeni Cistoty kultury byl proveden kiizovy roztér. Po 2 dnech narostly jednotlivé kolonie
kulatého tvaru, mlééné barvy, lesklé, hladké a neprihledné. Kulturu kmene Bifidobacterium
animalis RB1-MP mizeme povazovat za Cistou. Pro odhadnuti mnozstvi bunck pridanych
vruzném fedéni k syru eidam, byly nafedéné kultury vysety na Petriho misky. Po 2 dnech
kultivace v anaerobnim prostiedi byly kolonie spoc¢itany a bylo urteno primeémé mnozstvi
jednotek tvoficich kolonie v 1 ml (cfu/ml).

5.2 Izolace bakterialni DNA a spektrofotometrie

Bakterialni DNA byla izolovana ze vzorkii syri s pridavkem bunck B. amimalis metodou
fenolové extrakce a magnetickymi nosi¢i P(HEMA-co-GMA). Koncentrace DNA a jeji
¢istota byly stanoveny spektrofotometricky [69]. Absorbance DN A byla méiena pii vinovych
délkach v rozmezi 220 - 320 nm. U DNA izolované fenolovou extrakci se koncentrace DNA
pohybovala v rozmezi 14,5 ng/ul - 36,5 ng/ul. 7. pomért absorbanci Azsonm/Azgonm je patrné,
ze viechny vzorky, mimo Cistou kulturu B. animalis, obsahovaly malé mnozstvi proteinti
(hodnoty pod 1,8).

Koncentrace DNA izolované magnetickymi nosici se pohybovala v rozmezi 1,0 - 10,2 ng/ul.
Koncentrace DNA byla u vSech vzork(l niz$i nez u DNA izolované metodou fenolové
extrakce. Podle poméru absorbanci pti 260 a 280 nm, jejichz hodnoty se pohybovaly od 1,8
do 2.3 lze konstatovat, ze byla izolovana DNA pomérné vysoké cCistoty (hodnoty pomeéru
absorbanci Asey/ Aszgo se pohvbovaly u vétsiny vzorkt mezi 1,8 — 2,0). Tyto vysledky jsou ve
shodé s vysledky publikovanymi v odborné literatuie [57], v nichz bylo prokazano, ze
s vyuzitim reverzibilni adsorpce DNA na riznych typech pevnych nosi¢h byla izolovana
DNA vhodna pro PCR. DNA izolovana obéma typy metod byla pouzita v PCR.

5.3 PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria

Amplifikovatelnost DNA izolované ze viech vzorkil byla ovéfena a potvrzena v doménove
specifické PCR. Overeni amplifikovatelnosti DNA v PCR je dilezité zeyména pii i1zolaci
DNA ze vzorki, které obsahuji inhibitory PCR. Mezi takové patii vzorky potravin. Jak uvadi
Spanova a kol. [71], inhibitory PCR jsou obsazeny ve vzorcich mléénych vyrobki a syri, ve
velkém mnozstvi se vyskytuji vapenaté ionty. Pro ovéfeni amplifikovatelnosti izolované DNA
byly pouzity primery Feub a Reub, které amplifikuji DN A libovolnych bakterii [65]. Ve vSech
pripadech byly detekovany specifické PCR produkty o velikosti 466 bp. Bylo potvrzeno, ze
DNA izolovana ze vSech vzorkl patii do domény Bacteria.
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5.4  Rodové specificka PCR pro rod Bifidobacterium

Vrodoveé specifické PCR byly pouzity 2 sady primert [66, 65], které byly navrzeny pro
identifikaci bakterii rodu Bifidobacterium. Byly také stanoveny citlivosti obou rodove
specifickych reakei. Nejprve byly v PCR pouzity primery Bif 164 a Bif 662, které amplifikuji
specificky PCR produkt o velikosti 523 bp [66]. Mnozstvi DNA, které se amplifikovalo
v PCR za vzniku amplikonu detekovatelného na gelu odpovidalo 10 pg/PCR smés. Kdyz
predpokladame, ze DNA 1 bunky Bifidobacterium ma hmotnost asi 2 fg (Spanova, ustni
sddleni), tak toto mmozstvi odpovida asi 5.10° bundk. Druhou sadou primert byly primery
Pbi F1 a Pbi R2, které amplifikuji delsi produkt PCR o velikosti 914 bp [65]. Nejnizsi
mnozstvi DNA, které se amplifikuje v PCR za vzniku amplikonu detekovatelného na gelu byl
1 ng/PCR smés, coz odpovida asi 5.10° bungk. Tato PCR reakce je v nafem experimentalnim
usporadani asi 100x méné citliva nez s pouzitim prvni sady primert. Proto ziejmé nebyly
detekovany zadné specifické amplikony. Naproti tomu v citlivejsi PCR reakci s primery
Bif 164 a Bif 662 byly detekovany PCR produkty amplifikované ze vsech vzorki DNA
izolované ze syru s pridavkem rizného mnozstvi bunek Bifidobacterium animalis mimo
vzorky feddni bundk 10° a 107, Ziskané vysledky byly vsouladu s predpokladanymi
vysledky.

5.5 Druhove specificka PCR pro druh Bifidobacterium animalis

V druhoveé specifické PCR byly pouzity primery Pbi R1 a Ban F2 se specifickym produktem
PCR o velikosti 925 bp. Tyto primery byly popsany jako specifické pro bruh B. animalis [67].
Nejprve byla stanovena citlivost PCR reakce. Nejmensi mnozstvi DNA amplifikované
v druhove specifické PCR, které bylo po amplifikaci detekovano na gelu bylo 1 pg/PCR smés.
Toto mnozstvi odpovida asi 5.10% bunék. PCR produkty byly detekovany u viech vzorkd
eidamu s piidavkem kultury B. animalis mimo vzorky fedéni bundk 107 (p¥i pouZiti fenolové
extrakce jako izolatni metody) a 10 a 107 (pii pouiti magnetickych nosidt jako izoladni
metody).
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5.6  Zakoncentrovani DNA 1zolované magnetickymi ¢asticemi

Pro zvyseni koncentrace DNA izolované ze syru eidam s pridavkem bun&k B.animalis byla
testovana metoda zakoncentrovani DNA. K izolaci DNA z 300 pl hrubého lyzatu bunek byly
pouzity magnetické Castice P(HEMA-co-GMA) a DNA byla eluovana pouze do 50 pul
TE pufru. Znamena to, ze DNA byla zakoncentrovana. Vyuziti magnetickvch nosicl
k zakoncentrovani DNA je jednou zvvhod jejich pouziti [57]. Eluovana DNA byla
spektrofotometricky promeéfena vrozmezi vlnovych délek 230 — 320nm. Hodnoty
koncentraci DNA se pohybovaly v rozmezi 6,5 - 24,5 ng/ul. MnoZzstvi izolované DNA bylo
dostatecné pro PCR. 7, pomérii absorbanci Azgonm/ Azsonm je patmé, Zze vSechny vzorky syri
s bakteriemi B. animalis byly kontaminovany proteiny (hodnoty byly < 1,8). Nejjednodussim
zpisobem, kterym lze snizit mnoZstvi nezadoucich latek kontaminujicich DNA je vyfedéni.
DNA byla proto pro pouziti v doménové specifické a rodové specifické PCR nafedéna 10x,
100x a 1000x.

5.7 Domeénové a rodové specificka PCR s zkoncentrovanou DNA

Pro ovéfeni amplifikovatelnosti DNA byla zakoncentrovana a nasledné natfedéni DNA
pouzita jako DNA matrice v PCR s univerzalnimi primery Feub a Reub [65]. U vsech vzorka
syru s bunkami B. animalis byl detekovan PCR produkt rlizné intenzity o velikosti 466 bp.
Tim byla potvrzena amplifikovatelnost bakterialni DNA a jeji zafazeni do domény Bacteria.
Vsechna 3 fedéni (10x, 100, 1000x) zakoncentrované DNA byla pouzita také jako DNA
matrice vrodove specifické PCR. Pro tuto reakei byly zvoleny rodové specifické primery
Bif 164 a Bif 662, které umoznuji amplifikovat mensi mnozstvi DNA a jsou v nasem
experimentalnim uspofadani 100x citlivéjsi nez druha sada primerd Pbi F1 a Pbi R2 [65].
Nejintenzivngj$si PCR produkty byly detekovany pii amplifikaci DNA 100x fedéné. Po
amplifikaci nefedéné DNA byly detekovany amplikony nizké intenzity. To muze byt dano
tim, ze spolu s DNA byly zakoncentrovany i1 pritomné inhibitory PCR, které pak snizuji
citlivost PCR reakce [71]. Vzhledem k tomu metoda zakoncentrovani DNA nebyla nadale
pouzivana.

5.8  Piiprava hrubych lyzati bun€k z realnych vzorki probiotickych syrii

Probiotické syry typu eidam (PS 1, PS 8334, PS 8341, PS 8346) byly pripraveny s pfidavkem
ruznych kmeni probiotickych baktérii vybranych ze sbirky Laktoflora. Cilem bylo izolovat
celkovou DNA z téchto syrii, prokazat v nich bakterie rodu Bifidobacterium a zatadit je do
druhu — to vie s vyuzitim specifickych PCR. Z experimentalné ptipravenych probiotickych
syru, které obsahovaly potencialné probiotické bakterie rodu Bifidobacterium byly pripraveny
hrubé lyzaty dle kapitoly 3.8.2. Pro snizeni piitommosti Ca®™ jont jako inhibitord PCR byl
pripraven lyzacni roztok A (10 mM Tris HCI (pH 7.8) a 5 mM EDTA (pH 8.,0)) se zvysenym
mnozstvim EDTA, ktera Ca®" vyvazuje. V lyzadnim roztoku bylo misto 1 mM EDTA pouzito
5 mM EDTA (pH 8,0).

76



5.9  Spektrofotometrickée stanoveni ¢istoty a koncentrace DNA

Bakterialni DNA byla izolovana z probiotickych syri dvéma metodami a to fenolovou
extrakci s naslednym presrazenim ethanolem a magnetickymi nosi¢i P(HEMA-co-GMA).
Cistota a koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky. Hodnoty koncentraci DNA
izolované fenolovou extrakei byly v rozmezi 11,8 - 21,5 ng/ul a koncentrace DNA izolované
magnetickymi nosi¢i se pohybovala v rozmezi 4,8 - 133 ng/ul. Mnozstvi DNA bylo
postaujici pro pouziti v PCR. Z poméri absorbanci Azsopm /Azsonm mizeme fict, ze DNA
izolovana ze syrd PS 1, PS 8334 a PS 8341 fenolovou extrakci je Castecné znedisténa
proteiny, hodnoty Assonm /Azsonm s¢ pohybovaly mezi 1,5 - 1,9. Co se tyka Cistoty DNA
izolované magnetickymi nosi¢i, byly hodnoty pomért absorbanci Azeonm /Azsonm 1,4 - 1,6, coz
znadi znecisténi proteiny.

5.10  Ovwéteni amplifikace v doménove a rodové specifické PCR

V PCR suniverzalnimi primery Feub a Reub byl pouzit 1 ul DNA izolované z testovanych
probiotickych syrii fenolovou extrakei a 1 pl DNA izolované magnetickymi nosi¢i. Po
amplifikaci byly detekovany specifické PCR produkty o velikosti 466 bp. Tim byla potvrzena
amplifikovatelnost DNA a zaroven bylo potvrzeno, ze DNA izolovana ze vSech vzorkl patii
do domény Bacieria.

Pritomnost DNA rodu Bifidobacterium byla prokazana rodove specifickymi PCR. V rodove
specifické PCR byly pouzity 2 sady primert. V PCR smési s primery Bif 164 a Bif 662
amplifikujici PCR produkt o velikosti 523 bp [66] bylo pouzito 1, 3 nebo 5 ul DNA izolované
fenolovou extrakci a magnetickymi nosi¢i. Amplikony miz§i intenzity byly detekovany u
vzork syri PS 1 a PS 8341, které obsahovaly niz§i mnozstvi cilové DNA v porovnani se
zbylymi dvéma vzorky. Jako optimalni mnozstvi DNA v PCR smeési byla zjistén hodnota 5 pl.
Druha sada primert amplifikujici specificky PCR produkt o velikosti 914 bp [65] byla pouzita
v PCR smg&si spolu s 5 ul DNA izolované obéma metodama. Pocet cykli byl z piivodnich 30
navyfen na 35 cykld. PCR produkty bvly detekovany pouze u vzorku syru PS 8334 a
PS 8346, které obsahovaly nejvyssi mnozstvi cilové DNA. Jelikoz je citlivost rodove
specifické PCR s primery Pbi F1 a Pbi R2 asi 100x nizsi nez s pouZitim prvni sady primera,
veétsina PCR produkti nebyla detekovana. Jako vhodngjsi rodoveé specifické primery
amplifikujici DNA se tedy jevi v nafem experimentalnim uspotfadani primery Bif 164 a
Bif 662.
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5.11 Druhové zatazeni bakterii rodu Bifidobacterium ptitomnych
v probiotickych syrech

Pro druhovou identifikaci bakterii rodu Bifidobacterium, které byly vybrany ze sbirky
Laktoflora jako potencialné probiotické bakterie a pfidany do analyzovanych syrt typu eidam,
byly pouzity 4 druhové specifické PCR [67, 68]. Ty byly zvoleny na zakladé nejcast&jsich
pouzivanych druht bifidobakterii, které maji probiotické ucinky [29]. Byly testovany druhy
Bifidobacterium  longum,  Bifidobacterium  bifidum,  Bifidobacterium  infantis a
Bifidobacterium animalis. V PCR smést byl pouzit vzdy 1 ul DNA izolované metodou
fenolové extrakce. Pomoci gelové elektroforézy byly detekovany produkty PCR specifické
pouze pro druh Bifidobacterium animalis, které se amplifikovaly ze vsech DNA izolovanych
ze vzorkh syrti. Zbylé druhove specifické PCR byly negativni (zadné produkty PCR nebyly
detekovany). Na zaklade téchto vysledkl lze ucinit zaver, ze do probiotickych syri byly
piidavany pouze bakterie Bifidobacterium animalis. Zda se jedna o jeden kmen nebo vice
kmenti, bude potieba rozlisit daldimi molekularné-genctickymi metodami napf. metodou
RAPD [72].

5.12 Stanoveni mnozstvi cilové DNA

Ve vsech vzorcich probiotickych syrii byla prokazana ptitomnost bakterii druhu B. animalis.
Pro semikvantitativni stanoveni mnozstvi cilové DNA byla provedena druhové specificka
PCR s primery Pbi R1 a Ban F2. Na gel byly naneseny produkty PCR amplifikované z DNA,
ktera byla izolovana ze syri metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych nosici, dale
purifikovana DNA, ktera byla izolovana z ¢isté kultury B. animalis a zfedéna na koncentraci
10 ng/ul - 10 fg/ul. Po amplifikaci byly detekovany PCR produkty pomoci agardézové gelové
elektroforézy, porovnana jejich intenzita a odhadnuto mnozstvi DNA v PCR smési. Nejvice
cilové DNA bylo stanoveno ve vzorku syru PS 8346 a to asi 100 pg/PCR smés. Stejné
mnozstvi bylo stanoveno jak u DNA izolované fenolovou extrakci tak u DNA izolované
magnetickymi nosi¢i. U vzorku syru PS 8334 bylo stanoveno 10 pg/PCR smés DNA pii
pouziti magnetickych nosichh a 10 - 100 pg/PCR smes pii pouziti fenolové extrakce jako
izolaéni metody. U ostatnich vzorki probiotického syru byl stanoven 1 pg/PCR smés cilové
DNA. Lze tedy uinit zavér, ze do jednotlivych syri byvlo piidavano rizné mnoZstvi
bifidobakterii. Presna kvantifikace by byla mozna s vyuzitim PCR v realném case [73].

78



6 ZAVER

Nekteré druhy bifidobakterii maji probiotické vlastnosti a ptisobi prospésné na lidské zdravi.
Probiotické bakterie lze piidavat do riznych potravinovych matrix ¢ farmaceutickych
vyrobkil. Vtéto praci byl jako potravinovy nosi¢ zvolen syr typu eidam s piidavkem
probiotickych bakterii. V praci byla nejprve optimalizovana metoda i1zolace DNA ze svru typu
eidam s pridavkem bakterii rodu Bifidobacterium v kvalité vhodné pro pouziti v PCR. Pro
izolaci DNA byly zvoleny 2 metody a to fenolova extrakce snaslednym pfesrazenim
cthanolem a adsorpce DNA na magnetické nosi¢e P(HEMA-co-GMA). Bakterie
Bifidobacterium animalis byly kultivovany anaerobné v MRS médiu s pridavkem 0,05 %
cysteinu a byly nafedény v rozmezi 107 - 107 a poté byly ptidany k vzorku syru typu eidam.
Mnozstvi DNA izolované ze syru s pridavkem rizného mnozstvi bunek B. animalis bylo
stanoveno spektrofotometricky a pouzito v PCR. Amplifikovatelnost DNA byla nejprve
ovéfena v PCR suniverzalnimi primery. Zafazeni bakterii do rodu Bifidobacterium bylo
potvrzeno srodove specifickymi primery (Bif 164 a Bif 662). Byly testovany také rodove
specifické primery Pbi F1 a Pbi R2, které byly mén¢ vhodné vzhledem k nizsi citlivosti PCR
(v daném experimentalnim usporadani). V druhové specifické PCR bylo potvrzeno zarazeni
bakterii do druhu Bifiodbacterium animalis.

V dalsi ¢asti prace byla izolovana DNA z experimentalné pripravenych probiotickych syri
s ptidavkem probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium. DNA byla izolovana fenolovou
extrakci a pomoci magnetickych nosi¢ll. Zatfazeni bakterii do domény Bacteria a rodu
Bifidobacterium bylo ovéfeno v PCR suniverzalnimi primery a srodové specifickymi
primery Bif 164 a Bif 662. Pro druhové zafazeni bakterii byly testovany 4 rGzné druhoveé
specifické PCR. Ve viech vzorcich probiotického syru byla identifikovana DNA bakterii
druhu Bifidobacterium animalis. Mnozstvi cilové DNA bylo stanoveno semikvantitativné
pomoci gelové elektroforézy srovnanim intenzity PCR produkti po amplifikaci rdzného
mnozstvi purifikované DNA. Zavérem lze konstatovat, ze pomoci optimalizovanych metod
lze izolovat DNA kompatibilni s PCR zrealnych vzorkl syrii typu eidam a prokazat v ni
pritomnost DNA probiotickych bakterii.
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ATTC
BMK

CCDM
CCM
cfu
Clz
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dTTP
EDTA
MRS
ot/min
P(GMA)
PCR
PEG
PS

oD
SDS
ssp.
TBE
TE
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American Type Culture Collection

bakterie mlé&ného kvaseni

par bazi (base pair)

Culture Collection of Dairy Microorganisms
Czech Collection of Microorganisms

colony forming units (pocet jednotek tvoricich kolonie)
chloroform-izoamylalk ohol
deoxvadenintrifosfat

deoxveytosintrifostat

deoxyguanintrifosfat

deoxvribonukleova kyselina
deoxvnukleotidtrifosfat
deoxythimintrifosfat
etylendiamintetraoctova kyselina

Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium pro kultivaci BMK)
pocet otacek za minutu

polv(glycidyl metacrylate)

polymerazova fetézova reakce
polvethylenglykol

probioticky syr

optical density (opticka hustota)
dodecylsulfat sodny

subspecies (poddruh)

pufr (Tris-borat-EDTA)

pufr (Tris-EDTA)



9 PRILOHY
Vysledky prace byly prezentované formou posteru na védecké konferenci XIV. Pracovni

setlani biochemikii a molekuldrnich biologii (21.-22. 4. 2010), Brno
Optimalizace metodyv pro priukaz bakterii rodu Bifidobacterium v tvrdvch svrech typu eidam.

v tvrdych syrech typu eidam

Jureckova Nela?, Spanova Alena 2, Rittich Bohuslava?

aVysoké ugeni technické v Bmg, Fakulta chemicka, UPCHB, Purkyfiova 4641118, 612 00 Brno
b Masarykova univerzita, UEB, Tvrdého 14, 602 00 Brno

Uved
Rizné druhy rodu Bifidobacterium jsou soucasti bézné stievni flory lidi i zvifat. Jsou Embiﬂllllk\’dl S!'l‘ﬁdl
/mameé pro svlij prospésny vliv na zdravi a proto je lze vyuZit v potravinach jako probiotika.
Nejznaméjsimi piklady probiotickyeh potravin jsou fermentovana mléka a jogurty. S§T je nymi 1) Ovéfeni amplifikovatelnosti DNA s primery specifickymi pro doménu
jednim z nejuniverzalngjsich potravinavych produktll, zajimavy nejen svymi chutémi a lze ho Bacteria
yyuZit jako nosi¢ probioticks kultury. {Gomez a kol. 2009).
. Amplifikovatelnost DNA izolované z probiotickych syrdl fenclovou extrakei a magnetickymi nosiéi
i]m byla ovéfena s primery Feub a Reub (Tab. 13. Vysledek gelové elektroforézy je na Obr. 1
Cilem prace bylo optimalizovat metodu rodoveé specifické PCR pro deteked bakterii rodu

Bifidobacterium, ktere byly phidany do sym typu eidam. Takto optimalizovana metoda byla beh, "‘f'f“"' —— detekes PCR
testovina na experimentalné pfipravenych probiotickych syrech. Cilem prace bylo tyto bakterie - e —
druhové zafadit. Bakterie, které byly pfidany do syrd, byly vybrany ze sbirky Laktoflora jako fenalovi <+
potencialni probioticke druhy rodu Bifidobacteritom. extrakee *
s - X -
Materiial a metody - Sundud |30y bebriek
- K10 nepl] et
Kmen Bifidobacterfum longum ATTC 15707 byl kultivovan v anasrobnich podminkach Psel -+
¥ MRS médiu s eysteinem pfi 37 °C po dobu 2 dnu. Narostlé bufiky byly desitkové nafedény "‘“:1;‘12':“"
¥ MRS médiu od 1 do 10-7 a byly pfidany k 1 g tvrdého syru typu eidam s cilem pripravit
hrubé lyzity bunék. Byly pfipraveny také hrubé lyzity bunék testovancého probiotického sym
s piidavkem bakterii rodu Bifidobacterium (pfipravil Ing. Drab, Milcom as, Tabor). Celkova Obr.1: Gelova elektroforéza PCR produkt( (500 bp) po amplifikaci 1 ul DNA s doménové
DNA v kvalité vhodné pro PCR byla izolovina metodon fenolové extrakce a s pouZitim specifickymi primery, program EUBACTER v 30 cyklech PCR.

magnetickych  Géstic P(HEMA-co-GMA) (Rittich a kol. 2007, Byla ov&fena
amplifikovatelnost DNA s primery specifickymi pro doménu Bacteria. DNA byla pouzita v| | 2)Testovini DNA izolované z probiotickych syrl'l v rodové specifickych
rodové a druhové specifické PCR s pouZitim primer( uvedenych v Tab. 1. PCR B;'ﬁdabacmium

Tab. 1. Pehled pouityeh primerll

= Pro ovéfeni piitomnost DNA rodu Bifidobacterium byla DNA izolovana z probiotickjrch syi
PCR/ primery | Primer Sekvence primern (8°3) .:;“;:{::u Citace testovina v rodové specifickych PCR (viz Tab, 4).
Univarziind Foub TCCTACGGGAGGCAGCAGT . (Haannma
donmten Bavteeta | soacraccasooratcTasteerarr | detckee PR produii: d ) ’
GEGTGGTAATGCOGGATS. - vaaeifedicl todavE spocifickd PCR / primery Tab. 4: Shmuti detekes rodové specifickych
s i s CCACCOTTACACCOG0AA el c DNA izolace PCR produkt( amplifikovanych z 5 ul DNA
SUOATGCTOOTGTOUAAGA 2 longua Bl 164 PbiFl g i i il PR it
TuCTCTCaTECACTATCCAGT AL, Biree: pbi R2 el 2 (i TRy i, |5 Al
- oA oA T O AACC0 prvn S FE_ | MY primerd Bif 164 a Bif 662 byly detekoviny
i - K - - - PCR produkty (523 bp) u viech vzorkd. Pfi
028 . i | s | wer o St bt .
§; i E S_'";“:ﬂ“” s [ pouZiti primerd Pbi F1 a Pbi R2 byly
zZ and e ; : i i
i B ; T == T = T | detekovany PCR produkty jen u nékterych
E | ropam g | e mum | vee | e : & vzorkll, citlivost rodové specifické PCR
P 8341 EE £ = - s témito primery je mizsi (Tab. 2).
A = PS 5346 +4 e * - +
Vysledky a diskuze

3) Testovini DNA izolované z probiotickych syrll v druhové specifickych
Stanoveni citlivosti PCR a testovini amlifiknce DNA bunék B. longum PCR

fidanvch k syru eidam Pro zafazeni bakterii rodu Bifidobacterium do druhu byly testovany 4 sady primer (Tab. 1). V PCR
smési byl pouzit vZdy 1 pl DNA izolované fenolovou extrakei. Viisledky druhové specifickych PCR
1) Stanoveni citlivosti rodové a druhové specifické PCR s rodové a Jsou shmuty v Tab. 5.

druhoveé specifickymi primery (viz Tah. 1) Tab. 5.: Testovini DNA izolované z probiotickych syrl v druhoveé specifickyeh PCR
i . - . | " testovany druh rodu Bifidobacteriim
Byla stanovena eitlivost rodové speclﬁck}jc'h PCR. pro rod Jl‘itﬁdobacrerfwfnr a dmhove vzors, B.bifidum | B_animalis | _B. longum | B. infantis
specifickych PCR pro druh B. Jonguwm. Srovndnd citlivosti jednotlivich PCR reakei je uvedeno v -
Tab. 2. Vypocet mnostvi bunék, které odpovidi nejmensimu mnozstvi DNA amplifikované PS1 - - -
v PCR a detekované na gelu, vychizl z hmotnosti chromosomalni DNA v 1 bufice asi 2 fg. PS 8334 - - - -
V PCR smési byl pouzit | pl DNA B. fongum ATCC 15707 izolované fenolovou extrakei, PS 8341 | - t | - -
Tab. 2. Citlivosti pouzitych rodové a druhove specifickych PCR. PS 8346 - ' - -
| j +  detekoviny PCR produkty - nedetekovany PCR produkty
_ primery poutite | DCIMEBIMDOBN el muoSstvi ¢
PCR reakee CPCR teaket | mPikovane DX | TR R
PER aiks Obr. 2: Gelova elekiroforéza dmihové specifickych PCR produktdl (925 bp) B. animalis
Rodove specifick PCR ;‘E;g: 10 pg 5100 amplifikovanych z DNA 1zolované z prob. syru.
Rodove specificki PCR % Ing 5100 1 234567
= 5 = = = ‘ Jetckee POR
2) Testovani DNA izolované ze syru s pfidavkem bunék B. lorgum Wehe | vzoreksyru ookt
1 K -
Rizné mnozstvi bunék B. longum ATCC 15707 bylo pfidano k syru cidam. DNA izolovana 2 Standard 100 bp zebfidek
fenolovon extrakei a magnetickymi nosiéi byla pouZita v rodové specifické PCR. Vysledky 3 K (10 ng/l] +
jsou uvedeny v Tab. 3. V PCR smési byl pouzit 1 pl DNA pfi pouZiti primer( Bif 164 a Bif : l's “‘ ___+'
662 a 30 eyl PCR. PRl pouziti primer(i Pbi F1 a Pbi R2 bylo v POR smesi pouZito 5 pl DNA . S -
a 35 eykIli PCR. Vyéi citlivosti bylo dosaZeno po amplifikaci DNA izolované fenolovou s e -
extrakel, ProtozZe citlivost rodové specifické PCR s primery Pbi F1 a Pbi R2 je 100kréit mensi -
ne# s pouZitim primerl Bif 164 a Bif 662, nebyly PCR produkty detekovany. |
| e
it S SR s b e e e R A R et | Zaver
vzorek/fedéni K~ 5 1 2 3 4 5 & N Byla optimalizovina metoda izolace celkové DNA ze syru. DNA amplifikovatelni v PCR
tandard | 1 [ 10% | 102 | 10% | 10 | 10° | 10% | 10 opima 1 £ L e Amp
bunék B. longum [10ng/pt] byla izolovina jak fenolovou extrakei tak i magmetickimi nosi€i. Bakterie rodu
Bifl64 | FE - + o+ 4 + + + + nalualll Ml Il Bifidebacterium byly prokazany ve viech vzorcich experimentilné pfipravenych syru. Ve
Bif662 [ MN - +++ 100 bp t t t t + il - i viech vzorcich testovanych syru byla prokizina DNA B. animalis druhové specifickou
Pbi F1 FE - +++ zebricek - - - - - . - N Y PCR
Phi R2 MN - +++ - - - - - - - -
FH+ +++  detckovan PCR produkl e mnlenzity FE TINA 1zolovana fenolovo extrakct RITTICH, B. ; SPANOVA, A. ; HORAK, D. Cuboxyl-functionalized magnetic carrier for isolation and identification of DNA
o PCR produk! nedeteovin N DNA izolovand magn, Eéeficens Fkol 135 ox i dairy products. Joumal of Magnitizm and Magretic Materials. 2007, Vol. 311, isste 1, & 249254,
X negativni kontrola L veimi slabry amplikon Gomez de Cruzz A. Alonso Burini F. C., et al Probiolic cheese: heallh henefits, lechmological and stability aspects. Trends in Seience
K+ pozitivai kontrola, 2. animaiis [10 ng/ul] &Technology. 2000, 20, 5. 344-354.
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