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Abstrakt

V diplomové praci byla studovana izolace kyseliny deoxyribonukleové (DNA) pomoci
tii riznych metod: fenolovou extrakci, vysolovanim chloridem sodnym a magnetickou
separaci vyuzivajici reverzibilni adsorpce nukleovych kyselin na rizné magnetické nosice.
Kizolaci DNA bylo vyuzito 5 riznych vhodné funkcionalizovanych nosi¢ti: magnetického
silikagelu, P(HEMA-co-GMA) ox. |, P(HEMA-co-GMA) ox. IlI, Dynal DNA Direct a
Perovskit 439. K reverzibilni imobilizaci DNA na nosi¢ dochazelo v prostiedi vysoké
koncentrace NaCl a poly(ehtylenglykolu) (PEG). Pro navazani DNA na magnetické
mikrocastice byla navozena kondenzace DNA pomoci 2 M NaCl a PEG o molekulové
hmotnosti 6000, kdy vyslednd koncentrace PEG Vv separaéni smési byla 8 a 16 %. Cilem bylo
ziskat DNA v kvalité vhodné pro polymerasovou fetézovou reakci (PCR).

DNA byla izolovana z bakteridlnich kultur tfi sbirkovych probiotickych kmenti,

L. amylovorus CCM 43807, L. zeae CCM 7069 ', L. plantarum CCM 7039", které byly
kultivovany na médiu MRS. DNA byla rovnéZ izolovana z fermentovanych mlécnych
vyrobku: Jihocesky zakys s ovocem jahoda (kysany mléény vyrobek s probiotickou kulturou
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis a Streptococcus thermophilus), Revital
active (bily jogurt s inulinem a probiotickou kulturou Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
acidophilus a Bifidobacterium sp.) a Actimel viSen (mléény vyrobek s obsahem probiotické
kultury Lactobacillus casei). Po provedeni PCR s izolovanou DNA byly PCR produkty
detekovany pomoci agarosové gelové elektroforézy.

Metodou PCR byla ovéiena Uspésnost izolace DNA probiotickych bakterii pomoci
fenolové extrakce, vysolovanim chloridem sodnym i magnetickou separaci s vyuZitim
riznych  magnetickych nosi¢li. Metoda magnetické separace s vyuzitim magnetickych
mikrocCastic byla také ovétena pro izolaci DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR u probiotickych
kysanych mlé¢nych vyrobki.

Abstract

The isolation of deoxyribonucleic acid (DNA) was studied in the diploma thesis by
using three different methods: phenol extraction, salting with sodium chloride and magnetic
separation with reversible adsorption of nucleic acids on different magnetic carriers. There
were used five different properly functionalized carriers for the isolation of DNA: magnetic
silicagel, P(HEMA-co-GMA) ox. |, P(HEMA-co-GMA) ox. Il, Dynal DNA Direct and
Perovskit 439. The reversible imobilization of DNA on the magnetic carrier was proceeded
under the conditions of high concentration of NaCl and poly(ethyleneglycol) (PEG). There
was induced the condensation of DNA by 2 M NaCl and PEG with molecular mass 6000 for
binding of the DNA to the magnetic carriers and the final concentration of PEG in the
separation mixture was 8 and 16 %. The aim was to gain the DNA of quality suitable for
polymerase chain reaction (PCR).

The DNA was isolated from the bacterial cultures of three probiotic strains,
L. amylovorus CCM 4380", L. zeae CCM 7069 ', L. plantarum CCM 7039, which were
cultivated in MRS medium. The DNA was also isolated from the fermented dairy products:
JihoCesky zakys s ovocem jahoda (the fermented dairy product with the probiotic culture of
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis and Streptococcus thermophilus), Revital
active (the yogurt with inulin and the probiotic culture of Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium sp.) and Actimel viSen (the dairy product with



the probiotic culture of Lactobacillus casei). When the PCR with the isolated DNA was
passed off, the PCR products were detected by the gel electrophoresis with agarose.

The success of the DNA isolation of the probiotic bacteria by phenol extraction,
salting with NaCl and by magnetic separation, was verified by the PCR method. The method
of magnetic separation using magnetic carriers was also verified for the isolation of DNA of
quality suitable for PCR from the probiotic fermented dairy products.

Klic¢ova slova
DNA, fenolova extrakce, vysolovani, magneticka separace, PCR, poly(ethylenglykol).

Keywords
DNA, phenol extraction, salting, magnetic separation, PCR, poly(ethyleneglycol).
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1. UVOD

Rada druhil bakterii rodu Lactobacillus se fadi mezi tzv. probiotické bakterie, které
jsou hojné vyuzivany pii vyrob¢ riiznych fermentovanych mlécnych vyrobkl. Pro pouziti
téchto bakterii ve vyrobcich je pozadovdna jednoznacna identifikace kmene. Nezbytnou
soucasti identifikace bakterialnich rodt a druhi jsou molekularné biologické metody jako je
polymerasova fetézova reakce se specifickymi primery. Tato metoda muze slouzit nejen
k ovéfeni identity zvolenych probiotickych bakterii, ale mize byt také vyuzita k analyze
ruznych probiotickych vyrobk.

Polymerasova fetézova reakce je velmi citlivou metodou. Pomoci ni lze prokézat
velmi malé mnozstvi DNA, tadové fentogramy. A¢ na jedné strané je tato vysoka citlivost
vyhodou, na strané druhé je tato metoda citlivd i na ptitomnost fady dalSich latek, které se
Vv realnych vzorcich bézné vyskytuji a které mohou pribéh PCR inhibovat. Dulezité je tedy
DNA ze vzorkl izolovat v dostatecné Cistoté, bez téchto inhibujicich latek. Vhodnym
zpusobem jak toho dosahnout je pouziti magnetickych nosicl, na které se DNA reverzibilné
vaze. Tato imobilizace probiha v prostiedi poly(ethylenglykolu) (PEG 6000) a chloridu
sodného, kdy dochazi ke kondenzaci DNA, coz je nezbytné k tomu aby mohlo dojit
k navazani DNA na hydrofilni magneticky nosic.

Metody separace pomoci magnetickych nosi¢di maji ve srovnani s klasickymi
metodami izolace DNA fadu vyhod. S jejich vyuzitim je izolace DNA rychla, snadna,
automatizovatelna, ekonomicky vyhodna a neni zapotfebi pouzivani organickych
rozpoustédel jako je chloroform ¢i fenol, které se bézné vyuzivaji pii izolaci DNA standardni
fenolovou extrakeci.
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II. TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Bakterie mlé¢ného kvasSeni jsou dlouhou dobu vyuzivany v tradi¢nich fermentovanych
potravinovych vyrobcich jako je kysané zeli, jogurty nebo kefiry. V posledni dobé dochazi
K prudkému nartstu spotfeby potravin obsahujicich Sirokou $kalu riznych probiotickych
kment. [1]

Jako probiotika se pouzivaji nepatogenni zivé mikrobidlni monokultury nebo smésné
kultury, které pokud jsou dodavany v dostatecné¢ vysokych davkach, pozitivné ovliviuji
zdravi konzumenta. [1] Denni déavka by méla byt nejméné 10° CFU. Bylo zji§téno, Ze
prospes$ny ucinek mohou mit také nezivé mikroorganismy nebo ¢asti jejich bunék. [2, 3]
Pozitivné ovlivituji imunitu, produkuji antimikrobidlni latky a brani adhesi patogent. [1]
Bakterie mlééného kvaSeni maji rovnéz potencidlni terapeutické vlastnosti jako jsou
poskozeni DNA. Vyzkumy se zvifaty ukazuji, Ze bakterie mlé€ného kvaSeni maji inhibi¢ni
vliv na nadory tlustého stieva, mo¢ového méchyte, mlécné Zlazy a jater. [4]

Jako probiotické mikroorganismy (Tabulka 1) jsou nejcastéji vyuzivany bakterie rodu
Lactobacillus, Leuconostoc a Lactococcus patiici mezi bakterie mlécného kvaseni a
Bifidobacterium. Rod Bifidobacterium je fazen do vyvojové vétve aktinomycet, a je
fylogeneticky odliSny od bakterii mlé€ného kvaSeni; je ale s nimi spolec¢né uvadén vzhledem
k podobnosti fenotypu. [5] Dale probiotické vlastnosti maji i grampozitivni koky, kvasinky a
bacily. Probiotické produkty jsou dostupné ve formé tablet, napoji a fermentovanych
mlécnych vyrobki.

Jednou z dulezitych vlastnosti probiotickych kment je odolnost viéi riznym stresim
béhem jejich cesty zaZzivacim traktem. Tyto mikroorganismy musi projit vysoce kyselym
prostiedim zaludku a také odolavat vyméskiim zlu¢i do tenkého stfeva. Navic také musi
soupetit se stavajici mikroflorou. [1]

Pozitivni UCinek probiotickych kmenli musi byt védecky ovéfen: kmeny musi byt
jasné definovany, prostudovany vlastnosti populaci a biochemické vlastnosti. Ke studiu
kazdého nového kmene jsou vyuZivana laboratorni zvifata nebo dynamické modely traviciho
traktu, kdy se testuji schopnosti prezivani a sleduji se pozitivni a negativni ucinky. [6]

2.2 Rod Lactobacillus

Bakterie patfici do rodu Lactobacillus jsou nesporulujici grampozitivni ty¢ky, které se
mohou lisit jak ve tvaru tak i velikosti; nékteré mohou byt velmi dlouhé, zatimco jiné mohou
mit tvar témét jako kokovy bacil. Bakterie se vyskytuji bud’ samostatné, nebo vytvaii kratsi i
delsi fetézce. Jsou vesmés fakultativné anaerobni a vétSina druht je nepohyblivych. Zpravidla
patii mezi mezofily, ale nékteré druhy jsou psychrotrofni. Byly izolovany z rostlin, mléka a
mlécnych vyrobkll, masa a vykalii. Nekteré druhy jsou schopné rist pii nizkych teplotach ve
vyrobcich, které jsou skladované chlazenim. Nékteré kmeny produkuji bakteriociny, které se
mohou vyuzivat jako konzervacni nebo ochranné latky. [3] Jsou acidofilni a v pfitomnosti
potravin obsahujici zkvasitelné cukry vytvaii pH okolo hodnoty 4. Toto kyselé prostiedi ma
negativni U€inek na jiné pritomné bakterie, pficemz dochazi k zastaveni jejich rlstu nebo i
zahynuti bakterii. Bakterie rodu Lactobacillus rostou do pH hodnoty 7,2. [7]
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Tabulka 1: Probiotické mikroorganismy [2, 8]

Rod Druh Skupina
Lactobacillus acetotolerans fakultativné heterofermentativni
acidophilus obligatné homofermentativni
alimentarium fakultativné heterofermentativni
bifermentans fakultativné heterofermentativni
brevis obligatné heterofermentativni
buchneri obligatné heterofermentativni
casei fakultativné heterofermentativni
collinoides obligatné heterofermentativni
curvatus fakultativng heterofermentativni
delbrueckii obligatné homofermentativni
fermentum obligatn¢ heterofermentativni
gasseri obligatn¢ homofermentativni
helveticus obligatné homofermentativni
johnsonii obligatné homofermentativni
kefir obligatné heterofermentativni
mali obligatné homofermentativni
paracasei fakultativné heterofermentativni
parakefir obligatné heterofermentativni
plantarum fakultativné heterofermentativni
reuteri obligatné heterofermentativni
rhamnosus fakultativné heterofermentativni
sake fakultativné heterofermentativni
cereus
Bifidobacterium breve
lactis
longum
Saccharomyces cerevisiae
Escherichia coli
Enterococcus faecium
Propionibacterium freudenreichii

RozliSuji se na obligatné¢ homofermentativni druhy, fakultativné heterofermentativni
druhy a obligatné heterofermentativni druhy (Tabulka 1). Prvni skupina obligitné
homofermentativnich druhti fermentuje glukosu pouze na kyselinu mlé¢nou, kdy glukonat a
pentosy nevyuziva. Tato skupina rodu Lactobacillus se vyuziva ve startovacich kulturach pfi
vyrob¢ jogurtli, kefiru, syra, piva, vina a kvaSenych zeleninovych potravin. Fakultativné
heterofermentativni druhy fermentuji hexosy na kyselinu mlécnou, ale navic ji také tvori
s vyuzitim enzymu fosfoketolasy z pentos, stejn¢ jako kyselinu octovou. Dale mohou vytvaret
plyn z glukonatu, nikoliv zglukosy. V potravinafstvi se vyuzivaji jako startovaci
mikroorganismy pii fermentaci parkl a pfidavaji se k masnym vyrobkiim a fermentované
zeleniné (Lactobacillus plantarum) a pii fermentaci slanych syri a k pfipravé chlebového
kvasku (Lactobacillus casei). Tato skupina fakultativné heterofermentativnich druhu je také
vyuzivana pii vyrobé kysaného zeli, pfi fermentaci zeleniny a také pii vyrobé nakladaného
ovoce (Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus). Tieti skupina rodu Lactobacillus,
obligatn¢ heterofermentativni, fermentuje hexosy na kyselinu mlécnou, kyselinu octovou,
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oxid uhli¢ity a ethanol. Dal$im charakteristickym znakem je produkce plynu z glukosy. Tato
skupina obligatné heterofermentativnich druht se vyrazné podili na znehodnocovani potravin.
Zpusobuji naptiklad kazeni vina a piva a také citrusového ovoce (Lactobacillus brevis) a také
kazeni majonéz (Lactobacillus buchneri, Lactobacillus fructivorans). [7]

Bakterie rodu Lactobacillus exprimuji fadt riznych adhesivnich povrchovych
proteint, které vyuzivaji bud’ k adhesi na hostitelské povrchy bunék zazivaciho traktu a
nasledn¢ kolonizaci hostitele nebo také k bakteridlni interakci s fyziologickymi a
imunologickymi procesy hostitele. Tyto adhesiny se d€li do ¢ty skupin, kdy jejich cilem jsou
bunky epitelidlni ¢i fagocytické stejné jako extracelularni matrice, muciny nebo cirkulujici
komponenty.

Z hlediska vyroby mléénych vyrobkl je dilezity metabolismus laktosy, ktery je
zapocat jejim prestupem do cytoplasmy prostiednictvim fosfoenolpyruvat-dependentniho
fosfotransferasového systému (PTS), kam vstupuje jako laktosa-fosfat. Ten je nasledné $tépen
fosfo-B-D-galaktosidasou (P-B-gal) za vzniku glukosy a galaktosa-6-fosfatu. Glukosa je pak
fosforylovana glukokinasou a metabolizovana v glykolytické draze nebo pentosafosfatovém
cyklu. Galaktosa-6-fosfat je metabolizovan pies tagatosa-6-fosfatovou drahu. Glukosa je
represorem enzymového systému PTS a P-B-gal. [4]

2.2.1 Vybrané probiotické druhy rodu Lactobacillus

2.2.1.1 Lactobacillus acidophilus

Patii do skupiny obligatné homofermentativnich druhti rodu Lactobacillus. Jsou to
nesporulujici grampozitivni anaerobni bakterie tvaru dlouhé tycky, které toleruji vysoké
koncentrace kyseliny octové. Obsahuji enzym aldolasu a jsou katalasa negativni. Nachazeji se
V ovoci, hnoji, sttevnim traktu ¢loveka 1 zvitat a pade. [9]

V soucasné dobé je znama kompletni genomova sekvence kmene Lactobacillus
acidophilus NCFM, ale zatim nejsou vSechny vysledky publikovany, pouze néktera data
tykajici se genii umoziujici $tépeni fruktooligosacharidl, genli umoziujici toleranci ke
kyselému prostfedi a gent ovlivitujicich bunéény povrch, déleni bunék a adhesi k Caco-2
bunkam. [10]

Kmen Lactobacillus acidophilus NCFM ma schopnost piezivat pii prichodu
gastrointestinalnim traktem a kolonizovat ho. Dale je schopen adhese na buiiky urogenitalniho
traktu. Jeho vyuZiti v potravinafstvi je zejména pii vyrob¢ acidofilniho mléka. [11]

2.2.1.2 Lactobacillus fermentum

Jednd se o grampozitivni anaerobni bakterie tvofici nesporulujici tycky, které jsou
tolerantni k vysokym koncentracim kyseliny octové. Lze je nalézt v zazivacim traktu a stni
dutin€ ¢lovéka i zivocichii. Vyuzivaji se pii vyrobé piva a kynutého té€sta. Zplsobuji kazeni
fepy pii vyrobé cukru. [9]

Kmen Lactobacillus fermentum RC-14 je schopen adhese na bunky urogenitalniho
traktu a stfevni sliznice. Spole¢né s kmenem L. fermentum B-54 miZze snizovat vyskyt infekci
urogenitalniho traktu a bakterialni infekce vaginy stejn¢ jako kvasinkové infekce vaginy.[11]

2.2.1.3 Lactobacillus casei

Tyto anaerobni grampozitivni nesporulujici bakterie jsou stejné jako ptedchozi druhy
tolerantni k vysokym koncentracim kyseliny octové a jsou katalasa negativni. Pfirozené se

16



nachdzi v hmyzu, rostlinach, stievnim traktu lidi a zivocichd, Ustni dutiné ¢lovéka a dalSich
mistech. Jak jiz bylo zminéno, vyuzivaji se jako startovaci kultura pfi vyrob¢ syra a kynutého
tésta. [9]

Negativni vlastnosti tohoto druhu je fermentace citratu, kdy dochéazi k uvolnovani
oxidu uhli¢itého do prostiedi, ktery syry znehodnocuje. [7]

L. casei neprodukuje bakteriociny a jeho pozitivnim tG¢inkem je, Ze zkracuje dobu
trvani rotavirovych prijmu u déti a zmirnuje pfiznaky zacpy. [11, 12]

2.2.1.4 Lactobacillus johnsonii

Bakterie uvedené¢ho druhu jsou grampozitivni fakultativné anaerobni nesporulujici
ty¢ky, které produkuji kyselinu DL-mlécnou. Nalézaji se v lidské krvi, stolici prasat, kufat i
mysi. [9]

Bylo zjisténo, ze kmen Lactobacillus johnsonii Lal adheruje na bunky sliznice a
taktéZ buiky Caco-2, vytvari bakteriociny a je odolny vici kyselému prostfedi 1 plisobeni
Zlu¢i. Jeho velmi pozitivnim ucinkem je inhibice rustu bakterie Salmonella typhimurium. [12]

Kmen Lactobacillus johnsonii NCC533 ma taktéZz schopnost inhibovat patogeny.
Muze fermentovat rizné disacharidy a hexosy a ma Sirokou $kalu rtiznych transporterd,
peptidas a proteas. Jeho genom obsahuje né€kolik gend, které koduji proteiny schopné
ptichyceni na vnéj§im povrchu bunék. [10]

2.2.1.5 Lactobacillus rhamnosus

L. rhamnosus jsou grampozitivni anaerobni nesporulujici bakterie tvaru tycky. Taktéz
jsou tolerantni ke kyselému prostiedi. NejCastéji se vyskytuji v ustni dutiné clovéka a
zpusobuji vznik zubnich kazt. [9]

Mezi nejvice prostudované probiotické kmeny patii kmen L. rhamnosus GG, ktery se
diive nazyval Lactobacillus casei GG. Tento kmen je schopen in vitro adhese k riznym
typtm stfevnich bunék a kolonizuje bunky stfevniho traktu intenzivnéji nez jiné kmeny rodu
Lactobacillus. Dale produkuje antibakterialni latky, které maji Siroké spektrum ptsobeni.

L. rhamnosus GG se ¢asto vyuziva pii 1é¢bé nebo piedchazeni prijmi zpisobenych uzivanim
antibiotik a dale pfi 1é€bé priyml vyvolanych rotaviry. Jeho dal§im pozitivem je plsobeni
proti vzniku zacpy. [12, 13]

2.2.1.6 Lactobacillus reuteri

Bakterie se nalézaji v zazivacim traktu ¢lovéka a Zivocichd, v lidské vagin€ a ve
vodném prostiedi. Lze je vyuzit jako producenta Sirokospektrého antibiotika reuterinu. Jedna
se o nesporulujici grampozitivni tycky snasejici vysoké koncentrace kyseliny octové. [9]

Bylo zjisténo, ze kmen Lactobacillus reuteri MMS53 ziskany z matefského mléka
adheruje na bunky gastrointestinalniho traktu a tvoti bakteriociny. Jeho vyznamnou vlastnosti
je rezistence k n¢kterym antibiotikim. Piikladem takového antibiotika je erythromycin. Stejné
jako L. rhamnosus se uplatiiuje v prevenci prijmovych onemocnéni. [11, 12]

2.2.1.7 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a lactis

L. delbrueckii ssp. lactis jsou anaerobni grampozitivni nesporulujici bakterie patiici
mezi termofilni mikroorganismy a jsou katalasa negativni. Nachazeji se v rostlinném i
zivoCisném materialu, ktery podléha fermentaci pii teplotach cca 40 °C. [9]
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L. delbrueckii ssp. bulgaricus se pouziva jako startovaci kultura ve vyrob¢ jogurtu.
Oba kmeny se vyuZzivaji ve vyrob¢ syru jako startovaci kultura. Vyrabi se tak napiiklad
Emental, Mozzarella a dalsi syry. [7]

2.2.1.8 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

Jsou to nesporulujici anaerobni grampozitivni bakterie, katalasa negativni a produku;ji
bakteriocin. Jsou tolerantni ke kyselému prostfedi. Jejich pfirozenym zdrojem je stolice
kojencu, fermentované mléko nebo Zluty bulharsky syr. [9]

2.2.2 Druhy rodu Lactobacillus pouZzité v diplomové praci

2.2.2.1 Lactobacillus plantarum

Jednd se o grampozitivni anaerobni a nesporulujici tycky, které jsou tolerantni
k vysokym koncentracim kyseliny octové. [9]

Bakterie L. plantarum se nalézaji v zazivacim traktu ¢lovéka i Zivo€ichu, ustni duting,
vod¢ a vinné réveé. Sekundarné osidluji zubni plak a stimuluji imunitni systém. Nahodné se
vyskytuji ve fermentované zeleniné a masnych vyrobcich. VyuZzivaji se pfi vyrobé syru,
kysaného zeli, parkt, ceredlnich vyrobku, fermentaci okurek a pii produkci silaze. Tento druh
zpusobuje kazeni citrusovych dzust, vina, piva, mléka a nékterych syra. [7, 9]

L. plantarum je charakterizovan velkou velikosti genomu, ktera je téméf o 50% vétsi
nez genom jinych bakterii mlé¢ného kvaseni (Tabulka 2). Napiiklad velikost genomu kmene
L. plantarum WCFSL1 je 3,3 Mb. [4] Z toho plyne jeho Siroka metabolicka schopnost vyuzivat
Sirokou $kalu zdroja uhliku. Tato schopnost vychazi z velkého poctu gent, které jsou spojeny
s transportem cukri a jejich vyuzivanim. [10]

Byl popsan kmen L. plantarum 299V, ktery je schopen exprimovat gen kodujici
tvorbu mucinu v zazivacim traktu, ktery nasledné omezuje adhesi enteropatogenti na bunky
sliznice gastrointestinalniho traktu. [5]

Tabulka 2: Genomova charakteristika sekvenovanych kment rodu Lactobacillus [4]

Velikost Pocet
Kmen \
genomu (bp) | gent
L. plantarum WCFS1 3308 274 3051
L johnsonii NCC 533 1992676 | 1821
L. acidophilus NCFM 1993564 | 1864
L. delbrueckii ssp. bulgaricus
ATCC 11842 1864998 | 1562
L casei ATCC 334 2924325 | 2776

2.2.2.2 Lactobacillus amylovorus

Jedna se o grampozitivni anaerobni nesporulujici tyCky, ktera jsou nepohyblivé a
toleruji kyselé prostiedi.

L. amylovorus je katalasa negativni a vytvaii bakteriociny a produkuje glukoamylasu.
Je schopen fermentovat celobiosu, Skrob, amygdalin, sacharosu, maltosu a dalsi.
Nefermentuje ale laktosu, manitol, rafinosu. Ptfirozenym zdrojem je voda, ovoce, rostliny,
pada, hntij, potraviny a lidska vagina. [9]
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2.2.2.3 Lactobacillus zeae

Jedna se o fakultativné heterofermentativni tyc¢ky patiici mezi grampozitivni anaerobni
nesporulujici bakterie. Jako pfedchozi druhy, i L. zeae je tolerantni ke kyselému prostiedi.
Jeho optimalni rast probihd pfi teploté 10 — 45 °C.

Je katalasa negativni, neprodukuje z argininu amoniak a neredukuje nitraty ani nitrity.
Z glukonatu produkuje plyn. [9]

2.3 Kyselina deoxyribonukleova (DNA) a jeji replikace
2.3.1 Struktura DNA

Molekula DNA je nositelkou genetické informace. Jeji struktura byla objasnéna v roce
1953, kdy Watson a Crick vytvofili model molekuly DNA. Molekula DNA je tvofena dvéma
polydeoxyribonukleotidovymi fetézci, které jsou svinuté do pravotocivych Sroubovic kolem
pomyslné osy. Pofadi jednotlivych deoxyribonukleotidi v polydeoxyribonukleotidovych
fetézcich se oznacuje jako nukleotidova sekvence a vytvari primarni strukturu DNA.
Retézce jsou v sekundarni struktufe DNA vzijemné v opaéném sméru a jsou vzajemnd
komplementarni, to znamend, ze jednotlivé base nukleotidii v fetézcich DNA, které jsou
umisténé proti sob¢, jsou schopné vytvaret mezi sebou vodikové vazby. Pentosové kruhy a
fostatové zbytky v polydeoxyribonukleotidovych fetézcich jsou ve vnéjsi oblasti struktury
DNA a naopak base mifi dovnitf této dvouSroubovicové struktury. Schopnosti
dvousroubovice DNA je rozvijet se, kdy dochézi k zptistupnéni genetické informace. Vn¢jsi
¢ast dvousroubovice je hydrofilni a nese zaporné naboje v disledku fosfatovych zbytkd.
Dvousroubovice DNA obsahuje dva typy zlabku, které se lisi svoji Sitkou a hloubkou (Obr.
1). Oba Zlabky nesou atomy, které jsou schopné tvofit vodikové vazby s proteiny. [14, 15]

0,34 nm

3,4nm

Obr. 1: Schéma dvousroubovicové DNA s vyznacenim dvou typt zlabkt [14]
Vlakna DNA se prirozené staci do dvousroubovice, ale forma sto¢eni neni vzdy stejna.

Existuji tfi konformacni formy DNA, a to A-DNA, B-DNA a Z-DNA (Obr. 2). Konformace
A a B jsou pravotoCivé; Z-DNA je levotoc€iva. B-DNA je stabilni pfi relativni vlhkosti 95 % a
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ptrestavuje dvousroubovici DNA, ktera byla popsana Watsonem a Crickem. A-DNA je
stabilni pfi niz$i vlhkosti (kolem 75%).

VEtSi 2labek
vétsi zlabek

naznacené parovani bazi

mensi Zlabek

A-DNA B-DNA

Obr. 2: Zjednodusené schéma konformaénich typi DNA [14]

Terciarni struktura DNA je pfedstavovana nadSroubovici vznikajici zavedenim
dalsiho vinuti do dvousroubovicové DNA. NadSroubovice se mize vytvaret z kruznicové |
linearni dvoutetézcové DNA. Pokud jde o formu vyskytu DNA u prokaryotnich bunék, které
jsou pouzivany v této diplomové praci, jedna se o formu DNA zpravidla cyklickou, kdy tato
samotna DNA vytvaii jediny chromosom. [14, 15]

2.3.2 Polymerasové retézové reakce

Pti replikaci DNA vzniknou z jedné matetské molekuly dvé naprosto stejné molekuly
dcefiné. V bunkach pfirozené probiha replikace DNA in vivo. DNA lze replikovat i in vitro.
Zakladni metodou je polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction - PCR). [14]

ProtoZze mnoho bakterii mlééného kvaseni méa podobné naroky na riistové podminky a
vyzivu, je Casto obtizné vyuzivat k jejich identifikaci na rodové trovni klasické mikrobidlni
metody. Proto byly vyvinuty molekularné biologické metody, které umoziuji pomérné
rychlou detekci a diferenciaci téchto bakterii, coz je dileZzité pifi kontrole kvality mlécnych
vyrobkl, zejména téch, které obsahuji smiSené kultury.

Jednou z metod pouzivanych k identifikaci bakterii rodu Lactobacillus je PCR. [16]
Pti reakci dochazi k opakované, enzymové syntéze novych fetézci specifickych usekt
dvoutetézcové DNA. Reakce probihd v termocykleru, coz je zafizeni, ve kterém dochézi
k automatickému stiidani teplot v naprogramovanych ¢asovych intervalech. [14]

K reakci jsou zapotiebi dva primery, coZ jsou kratké oligonukleotidové sekvence,
které se chemicky syntetizuji a obvykle mivaji délku zhruba 18-30 basi. Jsou komplementarni
s amplifikovanou sekvenci na obou vlaknech DNA a vymezuji oblast amplifikace. Dale je
k syntéze novych fetézcl zapotiebi termostabilni polymerasy, ktera pochazi z termostabilnich
organizmu, napiiklad Taq polymerasa z Thermus aquaticus, ktera odolava teplotam, pfi
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kterych DNA denaturuje (cca 95 °C). V reakéni smési musi byt dale pfitomna matricova
DNA (templat) a smes deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTPs), z nichz se nova DNA tvoii.
Prvnim krokem reakce je denaturace, pii které¢ dochazi k oddéleni fetézct
dvouretézcové DNA od sebe (94 — 98 °C). Nasledn¢ se teplota snizi (50 — 65 °C) a dochazi
k nasednuti primerd k oddélenym fetézcim DNA (tzv. hybridizace). Poté nasleduje zvyseni
teploty na 65 — 75 °C a probiha polymeriza¢ni reakce, kdy DNA polymerasa syntetizuje
komplementarni vlakno DNA od 3° konce primert. Tento cyklus se zpravidla opakuje
30-35x. Po tticeti cyklech je vytvoieno nékolik miliont kopii pivodni cilové sekvence. [14]
Schematické znazornéni pribeéhu PCR je na Obr. 3. Detekce PCR produktii se provadi
pomoci agarosové gelové elektroforézy, spektrofotometrickou detekci imunologicky
navazané sondy nebo detekce sondou emitované fluorescence. [17] V této diplomové praci
byla vyuzivana detekce PCR produktli pomoci agarosové gelové elektroforézy. Béhem
elektroforézy dochazi k pohybu nabitych molekul v elektrickém poli, pfi¢emz hlavnim
nositelem naboje nukleovych kyselin jsou zdporné nabité fosfatové skupiny. Agarosové gely

jsou vhodné pro separaci nukleovych kyselin, jejichz velikost je od n¢kolika set bp az po cca
50 kb. [14]

|
1
/ 95 *C \_h
| I
(| + primery [

[ e
| ]
DM A syntéza
I I
| I
95 °C

[ T D ]

\L— \LI:I +primery -\L
mm = mm =
L SIS e

\L DM A syntéza \L

LI = "L

Obr. 3: Znazornéni priabéhu PCR

Bylo zjisténo, Ze oblasti nukleotidovych sekvenci nachdzejici se mezi geny 16S a 23S
rRNA jsou u jednotlivych bakteridlnich druhGt mnohem variabilnéjSi v porovnani se
samotnymi geny pro 16S a 23S rRNA. Toto vedlo k tomu, ze identifikace bakterii mlé¢ného
kvaSeni se provadi amplifikaci DNA v této oblasti pomoci PCR. [18]

Na zakladé analyzy podobnosti mezi nukleotidovymi sekvencemi genti v oblasti mezi
16S a 23S rRNA u mnoha druhti rodu Lactobacillus byl navrzen primer LbLMA1-rev.
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Druhym primerem pouzivanym v rodové specifické PCR pro rod Lactobacillus je univerzalni
primer R16-1, ktery vytvaifi PCR produkt u 23 druhd rodu Lactobacillus a byl vytvoien
z ohranicujici koncové sekvence kodujici 16S rRNA. Oba primery amplifikuji pouze
genomovou DNA rodu Lactobacillus. DNA jinych rodi neamplifikuji i kdyz jsou tyto rody
uzce ptibuzné s rodem Lactobacillus. [16]

2.3.2.1 Inhibice polymerasové retézové reakce

Metoda PCR patii mezi citlivé metody pouzivané k detekci riznych mikroorganismu.
Tato metoda je citliva k plisobeni rtiznych inhibitort, které jsou pfitomny v redlnych vzorcich.
V prabéhu PCR tedy miize dochazet k jeji inhibici, kterd mize byt bud’ castecnad nebo uplna.
Inhibice snizuje efektivnost amplifikace a muze vést ke snizeni citlivosti metody nebo
k fale$n¢€ negativnim vysledkiim.

Inhibitory PCR se dé€li do dvou skupin: intracelularni a extracelularni inhibitory.
Intraceluldrni inhibitory se nachazi pfirozené uvnitt bunck a jsou to endogenni nukleasy,
proteinasy, polysacharidy a proteiny. Druhou skupinu extracelularnich inhibitoru
vyskytujicich se mimo bakteridlni buiiku pfedstavuji komponenty vzorkl v klinické mediciné
jako je mocovina, hemoglobin, heparin, IgG, hemin, bilirubin; dale v potravinach, kde jsou to
pfedev§im ionty Ca?*, mlééné proteinasy, glykogen, lipidy; a také latky pochazejici
z environmentalniho prostfedi, coZz mohou byt t€Zké kovy nebo latky fenolové povahy.
Dal$imi extraceluldrnimi inhibitory mohou byt nékteré slozky kultiva¢nich médii, detergenty,
antibiotika, celulosa, zlu¢ové kyseliny, soli Zlu¢ovych kyselin, mineralni oleje a dalsi. [19]

Pokud jde o mlécné vyrobky v potravinaistvi, zde jsou inhibitory, jak jiz bylo
zminéno, zejména Ca®* ionty. Témito ionty je pak béhem PCR ovliviiovana interakce DNA
polymerasy a iontl Mg2+, kdy dochézi ke kompetici mezi ionty Ca?* a Mg?*. Ca®* se na DNA
polymerasu vazou piednostné a tak dojde k inaktivaci této DNA polymerasy a tim i k inhibici
PCR. [20, 21]

Lze rozlisit tf1 zplsoby inhibice PCR, kdy inhibitory plisobi komplexné v zavislosti na
fyzikélnich, chemickych a enzymatickych podminkach reakce. Prvnim mechanismem
inhibice je neumoznéni dostate¢né lyze bunék, kdy pak nedochazi k uvolnéni DNA z bunék.
Vysledek PCR pak bude falesné negativni. OvSem 1 DNA, ktera byla z bun€k ziskdna, mtze
zpusobit inhibici PCR, a to zejména v pifipadech, kdy tato DNA obsahuje mnoho
strukturédlnich proteinii. Déle také mize dochazet k inhibici vlivem proteolytickych enzym1,
které mohou zptisobit degradaci enzymu pouzivaného k lyzi (pt. lysozym).

Druhym zplisobem inhibice je degradace cilové nukleové kyseliny nebo primerd,
pfipadné obsazeni cilovych mist pro primery. Degradaci cilové molekuly DNA nebo primert
muze vyvolat chemickd hydrolyza, oxidace, methylace nebo enzymatickd degradace béhem
lyze bunék. Dale mize dojit k autodegradaci cilové DNA vlivem specifickych nukleas, které
se mohou vyskytovat ve vzorku ¢i testovaném mikroorganismu. Takovymi specifickymi
nukleasami jsou zejména restrikéni endonukleasy.

Tretim mechanismem inhibice je inaktivace DNA polymerasy. Pfi této inhibici
dochazi k silné interakci lytickych enzyma s DNA a proteiny a to mé za nasledek znemoznéni
vazby DNA polymerasy. Také mize dochazet k inhibici funkce samotné DNA polymerasy
vlivem nékterych latek obsazenych v komplexnich vzorcich. To ma za nasledek inaktivaci
funkce DNA polymerasy a dochazi k jeji denaturaci. [19]
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2.3.2.2 Kvantitativni Real Time PCR

Kvantitativni Real Time PCR (qPCR) je metoda, kterd je podobna klasické PCR
metod€. Hlavni rozdil mezi obéma metodami spocivd v tom, Ze pfi bézné PCR je mnozstvi
PCR produktu méteno po skonceni amplifikace, kdezto pii qPCR je toto mnozstvi méfeno po
kazdém amplifika¢nim cyklu. Principem metody je interkalace fluorescencniho barviva
do molekul dsDNA pficemz intenzita fluorescence je v kazdém cyklu zaznamenavana (Obr.
4). Fluorescencni signal je pfimo umérny koncentraci dsDNA PCR produktu ve vzorku.
Fluorescence je detekovéana nad urcitou hranici, kterou ptredstavuje tzv. prahovy cyklus (Ct
hodnota).

Jak jiz bylo zminéno, barvivo SYBR Green se vaze k dSDNA PCR produktu.
Specifi¢nost této metody lze zvysit pouzitim tzv. disociaéni kiivky, kde se znazoriiuje nartst
fluorescence v prabéhu akumulace PCR produktt a pokles dvoufetézcovych produkti, které
disociuji na jednofetézcové béhem zahiivani. To tedy umoziuje rozliSit spravné PCR
produkty od moznych artefakti. [22]
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Obr. 4: Schématické znazornéni pribéhu kvantitativni Real Time PCR

2.4 Magneticka separace
Techniky zalozené na magnetické separaci vyuzivajici magnetické mikro- a

nanocastice jsou novym trendem mezi separa¢nimi technikami v poslednich dvou desetiletich
Vv oblastech chemie, biologie, Iékaistvi a biochemie. Tyto techniky jsou jednou z moznosti,
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jak v nékterych ptipadech usnadnit urcité bézné pouzivané separacni a purifikacni postupy.
Pouziti magnetickych nosici umoziuje rychl¢ a snadné =ziskani latek a organismu
z komplexnich heterogennich reakénich smési. Velkou vyhodou je, Ze neni zapotiebi fedéni
vzorku, snizuje se spotieba organickych ¢inidel pouzivanych v klasickych metodéach izolace
DNA a nedochazi ke ztratdm nosic¢e béhem promyvéni. Déle tyto separacni techniky
umoziuji miniaturizaci, snadnou manipulaci a také automatizaci separacniho procesu. Neni
zapotiebi pouzivani filtrace ani centrifugace. Tim se jevi tato technika ekonomicky vyhodné a
tudiz vhodna nejen pro praci laboratorni , ale také ve vyrobni praxi. [23, 24]

Magnetické nosi¢e vykazuji své magnetické vlastnosti jen v pfitomnosti vnéjsiho
magnetického pole. Nedochazi ke vzniku rezidualniho magnetismu a tak pokud se tyto Castice
nenachazi v bezprostiedni blizkosti magnetického pole, vytvari homogenni suspenzi. [24]

Zakladem ptipravy magnetickych ¢astic je vytvofeni jadérka urcité velikosti majici
magnetické vlastnosti. DalSim krokem je pokryti této ¢astice inertni nizko- nebo
vysokomolekularni  slou€eninou zajiStujici stabilizaci a zabrafujici neZadoucim
nespecifickym reakcim, nebo lze provést enkapsulaci této castice do polymeru nebo
anorganickych materialt. Posledni krok vyzaduje funkcionalizaci, kdy dochazi k zavadéni
vhodnych funkénich skupin pro urcitou aplikaci.

Nejvice pouzivanymi polymery pouzivanymi k pokryti magnetickych jadérek je
polystyren a poly(methyl methakrylat) (PMMA). Bohuzel tyto materialy maji nevyhodu
Vv jejich hydrofobnich vlastnostech. Mezi dal§i nevyhody polystyrénovych magnetickych
castic je nespecifickd adsorpce proteintl, coz vede k ovlivnéni signalu pozadi. Polystyren také
neni snadné chemicky modifikovat. Zavadéni funkénich skupin ¢i jinych ligandl je tedy

PHEMA je hydrofilni nosi¢, jehoZ vyhodou je biokompatibilita, mechanicka stabilita,
netoxicita, a také nizkéa nespecificka adsorpce proteini v porovnani s hydrofobnimi nosici. To
jsou vlastnosti dilezité pro vyuziti v biomedicinskych aplikacich. Na matrici je nutné zavadét
funkéni skupiny, protoZe reaktivita hydroxylovych skupin s riznymi ligandy neni velka.
Témito funkénimi skupinami jsou napiiklad aminoskupina, tosylovd skupina,
polyethyleniminova skupina. DalSimi polymery, které lze vyuZzit k pfipravé magnetickych
¢astic s funkénimi skupinami je napiiklad celulosa, dextran, polysacharidy a jiné. [23]

Jednim z typem magnetickych mikrocastic, které jsou pouzZivany k izolaci bakterialni
DNA je poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat) - P(HEMA-co-GMA),
které jsou pokryté karboxylovymi skupinami. Uvedené Castice jsou zobrazeny na Obr. 5.

Magnetickou neporézni mikro¢asticic P(HEMA-co-GMA) lze pftipravit disperzni
kopolymerizaci 2-hydroxyethyl methakrylatu (HEMA) a glycidyl methakrylatu (GMA)
Vv pritomnosti koloidnich castic magnetitu (Fe3O4) pokrytych kyselinou olejovou. Tato
kopolymerizace je iniciovana dibenzoyl peroxidem a stabilizovana acetat-butyratem celulosy.
Poté se hydroxylové skupiny mikrocastic oxiduji 2 % vodnym roztokem manganistanu
draselného v kyselém prostiedi kyseliny sirové. [25]
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Obr. 5: Magnetické mikro¢astice P(HEMA-co-GMA) [25]

Pokud jde o tvar, v praxi se osvéd¢ila forma kulicky, protoze poskytuje vyborné
hydrodynamické vlastnosti a tudiz snadné&jSi zachazeni jak v separacich provadénych
vsadkové, tak i kontinualnich procesech. Castice, které maji nepravidelny tvar jsou mnohem
vice nachylné k mechanickému tfeni a zniCeni. NejlepSich vysledkii magnetické separace je
dosazeno, pokud jsou Castice monodisperzni nebo maji alespoii co nejmensi velikostni
distribuci. Magnetické ¢astice pak maji jednotné chemické i fyzikalni vlastnosti a v roztocich
nedochazi k jejich agregaci tak snadno jako u Castic polydisperznich. Co se ty€e velikosti
magnetickych ¢astic, je upfednostiiovana velikost mikrometrova nebo i mensi, protoze ¢astice
pak maji vétsi specificky povrch, kde miize dochéazet k pfichyceni funkcnich skupin nebo
k imobilizaci biomolekul. Pfili§ malé ¢astice ale také nejsou vhodné, jelikoz muize dojit ke
zna¢nému sniZeni jejich magnetické citlivosti. Je tedy nutné vzdy najit soulad mezi velikosti
aktivniho povrchu a magnetickou citlivosti.

Vlastni proces separace je zaloZen na interakci ligandii na povrch nosi¢e s cilovymi
molekulami. Dochazi k riznym interakcim, od nespecifickych jako jsou vazby hydrofobni,
iontové ¢i vodikové, pres skupinové specifické vazby aZ po specifické afinitni interakce, coz
mohou byt interakce enzym-inhibitor, biotin-avidin, protilatka-antigen a dalsi. [23]
Magneticka separace naléza uplatnéni v riznych aplikacich jako je izolace enzymi a jejich
inhibitorti, izolace antigend a protilatek, imobilizace enzymi s naslednym pouzitim téchto
enzymu k dal§im ucelim. Dal§im moZnym pouZitim je odstrafiovani t€zkych kovi z roztokd,
imobilizace 1é¢iv, separace ur¢itych bunék z heterogenniho prostiedi, odstranéni organickych
xenobiotik, kterymi jsou napiiklad rizné mutagenni nebo kancerogenni latky, dale je mozné
pouziti pii imunopurifikaci a kone¢né samotna izolace a purifikace DNA. [26] Cilové buiky
mohou byt pfichyceny na magnetické mikrocastice, které nesou specifické protilatky a mohou
byt tak separovany z komplexniho prostiedi obsahujiciho extracelularni inhibitory nebo
kompetujici mikrofloru. [27]

Izolace nukleovych kyselin hraje dualezitou ulohu v klinické diagnostice
mikroorganismd, virt, ale také tfeba v genovych manipulacich. K izolaci nukleovych kyselin
lze pouzit postupy zalozené na selektivni nebo neselektivni izolaci cilovych molekul.
K separaci cilovych nukleovych kyselin ze smési se pouzivaji magnetické nosice
funkcionalizované streptavidinem nebo magnetické nosi¢e s imobilizovanym kratkym
oligonukleotidem. Separace s vyuzitim streptavidinovych magnetickych ¢astic vyuziva
interakce s cilovou nukleovou kyselinou modifikovanou biotinem. V obou piipadech je
separace zaloZena na hybridizaci mezi cilovou komplementarni DNA a oligonukleotidem na
magnetické ¢astici.[23]

25



Pti nespecifické izolaci bakterialni DNA, magnetické ¢astice vazou DNA reverzibilné
Vv pfitomnosti vysokych koncentraci poly(ethylenglykolu) (PEG 6000) a chloridu sodného.
PEG 6000 ma dulezitou ulohu pii navozeni kondenzace DNA, coz vede ke zméné stavu
DNA na kulovité-spiradlovity. Tento tvar je nezbytny k tomu, aby mohlo dojit k navazani
DNA na zaporné nabité karboxylové skupiny magnetickych ¢astic, jelikoz DNA sama nese
zaporny naboj. [25, 28]

Dulezité je stanovit kritickou koncentraci a také stupent polymerace PEG a koncentraci
chloridu sodného, aby kondenzace DNA byla mozna. Bylo zjisténo, ze kritickd koncentrace
PEG Klesa se stupném polymerace PEG a koncentraci chloridu sodného. [28] DNA, ktera ma
kulovité-spirdlovity tvar, je stabiln€jsi v piipadé, kdy PEG dosahuje vyssiho stupné
polymerace a koncentrace chloridu sodného je také vyssi. [29]
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II1. CIL PRACE

Cilem prace byla optimalizace metody izolace bakteridlni DNA pomoci tfi rtiznych
metod: fenolovou extrakei, vysolovanim chloridem sodnym a magnetickou separaci
vyuzivajici reverzibilni adsorpce nukleovych kyselin na rGzné magnetické nosice. Byl
studovan vliv pouzitého postupu izolace DNA na jeji Cistotu s cilem ziskat DNA v kvalité
vhodné pro polymerasovou fetézovou reakci (PCR). Navrzené postupy byly pouzity
k identifikaci bakterii rodu Lactobacillus v mléénych vyrobcich.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a metody

4.1.1 Pouzité mikroorganismy

K izolaci DNA byly pouzity tii bakterialni kmeny z Ceské sbirky mikroorganismi
v Brng, a to kmeny Lactobacillus amylovorus CCM 43807, Lactobacillus zeae CCM 7069"
a Lactobacillus plantarum CCM 7039".

4.1.2 Mlécné vyrobky
= Jihodesky zakys s ovocem jahoda

Kysany mléény vyrobek s probiotickou kulturou L. acidophilus, Bifidobacterium lactis
a Streptococcus thermophilus.

100 g vyrobku obsahuje 2,8 g bilkovin, 10,4 g sacharida, 1,2
g tukt, 3,0 mg vitaminu C, 0,5 mg vitaminu E a 0,1 mg
betakarotenu.

Vyrobce MADETA a.s., Ceské Bud¢jovice, CR

» Revital active
Bily jogurt sinulinem a probiotickou kulturou L. rhamnosus, L. acidophilus a
Bifidobacterium sp.

100 g vyrobku obsahuje 4,1 g bilkovin, 6,5 g sacharidd, 2,9 g tuki, 0,5 g gui " >
inulinu =

Vyrobce OLMA a.s., Olomouc, CR

= Actimel viSeii
MIlécny vyrobek s obsahem probiotické kultury L. casei.

1 lahvicka obsahuje 2,7 g bilkovin, 11,8 g sacharidii a 1,20 g tukd.

Vyrobce DANONE a.s., Benesov, CR
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4.1.3 Chemikalie

= Agarosa (Serva, Heidelberg, Némecko)

»  Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)
= Ethanol pro UV spektroskopii (Penta, Praha, CR)

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

= Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, Némecko)
= Fenol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

= Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

= Chlorid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

» Chloroform (Penta, Praha, CR)

= |soamylalkohol p.a. (Amresco, Solon, USA)

= Kyselina borita (Pliva-Lachema, Brno, CR)

* Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

= MRS agar (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)

* MRS broth (Oxoid, Londyn, Velkd Britanie)

= Octan sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

= PCR vkladaci pufr Yellow Load (TopBio, Praha, CR)
= Poly(ethylenglykol) 6000 (Fluka, Buchs, Némecko)
» Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA)

= RNasa A (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

= Tris-base (Amresco, Solon, USA)

=  Tris-HCI (Amresco, Solon, USA)

Ostatni chemikalie, které byly pouzivany, byly v Cistot¢ p.a. a pochazely z b&zné
dostupnych komercénich zdrojt.

4.1.4 Magnetické Castice

K izolaci DNA bylo pouZivano 5 riznych magnetickych ¢astic:

= Silikagel (Merck, 10x fedény)

= Dynal DNA Direct (Dynal, Oslo, Norsko)

=  P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) (Makromolekularni ustav AV CR, ing. Daniel
Horak, CSc.)

= P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) (Makromolekularni ustav AV CR, ing.
Daniel Horak, CSc)

= Perovskit 439 (Fyzikélni ustav AV CR, doc. Ing. Emil Pollert, DrSc.)

4.1.5 Roztoky a media
4.1.5.1 Kultivaéni media pro bakterie rodu Lactobacillus
* MRS medium: 52 g M.R.S. bujonu bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody;

vysledné pH bylo 6,2. Sterilizace probihala autoklavovanim pfi teploté 121 °C po
dobu 20 minut.
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* MRS agar: 62 g M.R.S. agaru bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody a
sterilizace probihala jako u ptfipravy MRS media.

4.1.5.2 Roztoky pro piipravu hrubych lyzatt
Jednotlivé roztoky byly pfipravovany podle navodu Spanové a Ritticha (2002).

*» Roztok A: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0)
Roztok byl ptipravovan steriln¢ ze zasobnich roztokt (1 M Tris-HCl a 0,5 M EDTA).

* Roztok B: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lysozym 3 mg/ml
(15mg/ml)
Roztok byl piipravovan sterilné ze zasobnich roztoku (1 M Tris-HCl a 0,5 M EDTA) a
tésné pred pouzitim byl ptidavan lysozym.

= EDTA (0,5M, pH 8,0)

202,23 g EDTA . 2 H20 bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody za stalého michani,
pH bylo upraveno pomoci 1 M NaOH na hodnotu 8,0 a nasledné byl roztok doplnén na
celkovy objem 1000 ml.

= 1M Tris-HCI
V 80 ml destilované vody bylo rozpusténo 12,1 g Tris-base. pH upraveno na 7,8 pomoci
koncentrované HCI a doplnéno destilovanou vodou do 100 ml.

4.1.5.3 Roztoky pro izolact genomové DNA
» CIZ: smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1

* 3 M octan sodny

40,8 g trihydratu octanu sodného, 12 ml kyseliny octové

Slozky byly doplnény destilovanou vodou do 100 ml, pH upraveno na 5,5 a roztok byl
prefiltrovan ptes filtrani papir.

» TE pufr
10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM EDTA (pH 8,0)

4.1.5.4 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu
(Podle Spanové a Ritticha (2002), Uéebni texty laboratornich cvi¢eni Specialni metody
analyzy mikroorganismil.; nepublikovano)

= 0,8 % agarosovy gel: agarosa 0,8 g, destilovana voda do 100 ml

* 1,5% agarosovy gel: agarosa 1,5 g, destilovana voda do 100 ml
* 1,8 % agarosovy gel: agarosa 1,8 g, destilovana voda do 100 ml
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TBE pufr (5x koncentrovany)

54 g Tris—HClI, 27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) Zasobni roztok byl
pfipraven smichanim uvedenych mnozstvi komponent a doplnén destilovanou vodou do
objemu 1000 ml. Roztok byl piefiltrovan a pied pouzitim fedén 10x destilovanou vodou.

Ethidiumbromid zasobni roztok: 5 mg/ml (uchovavan ve tmavé nadob¢)
Ethidiumbromid barvici roztok: 0,5 pg/ml

Nanaseci pufr (6x koncentrovany):

0,04 g bromfenolové modie, 2,5 g Ficoll 400, 100 ml destilované vody
Pufr byl pted pouzitim fedén se vzorkem v poméru 1:5.

4.1.6 DNA standardy pouZivané v agarosové gelové elektroforéze

DNA standard 100 bp Zeb¥i¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

bp ng
-1517 45

—1200 35
~1,000 95

— 900 27
800 24

- 700 21

~ 600 18

500
> 511 9

- 400 38

- 300 29

~ 200 25

- 100 48

MHindll1 (New England Biolabs, Ipswich, Velka Britanie)
bp
— 23,130

9,416
6,557

- 4,361

2,322
- 2,027
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4.1.7 Komponenty pro PCR

= 10 x koncentrovany PCR reakéni pufr (Top-Bio, Praha, CR)

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

» PCR dNTP mix (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

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

» Oligonukleotidové primery: LOLMA 1-rev; R 16-1 (Oligo- Biotech, Hradec Kralove,
CR)

= PPP Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)

= XL-gPCR 2x SYBR MIX (Top-Bio, Praha, CR)

4.1.8 Pristroje a pomiicky

= Fotoaparat Polaroid DS 34 se Zlutym filtrem (Polaroid, Cambridge, USA)

» Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

»  Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varsava, Polsko)

= Minicentrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

=  MiniCykler PTC-150tTm (MJ Research)

= NanoPhotometer™ (Implen, Némecko)

=  Termocykler PTC —200™ (MJ Research, Watertown, USA)

* Transilluminator TVR-321A (Spectroline, Paramount, USA)

= Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

= Zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

= Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply,
model OSP 300 (Owl Scientific, USA)

= Pfistroj na méfeni optické hustoty bunék - Cell density meter biowave WPA CO 8000
(Biochrom, Cambridge, Velka Britanie)

= Laboratorni sklo a dalsi bézné pomiicky

4.1.9 Metody

Vétsina popsanych metod byla provadéna podle Spanové a Ritticha (UGebni texty
laboratornich cviceni - Specialni metody analyzy mikroorganismi 1. (2002), nepublikovano).
V jinych ptipadech je zdroj uveden.
4.1.9.1 Kontrola €istoty bakteridlni kultury

Kontrola Cistoty bakteridlnich kultur jednotlivych kmenid byla provadéna pomoci
kiizového roztéru bakteridlni kultury narostlé v tekutém zivném médiu na misku s pevnym
MRS mediem. Kultivace probihala pies noc pfi teploté 37 °C. Poté byl kontrolovan vzhled
kolonii a ¢istota kultury.

4.1.9.2 Kultivace bakterialnich bun€k

Bakterialni buniky byly kultivovany v tekutém MRS mediu ptes noc pii 37 °C.

32


http://www.top-bio.cz/prod.asp?p=17
http://www.top-bio.cz/prod.asp?p=28
http://www.top-bio.cz/prod.asp?p=3

4.1.9.3 Ptiprava hrubych lyzati buné€k z Cistych bakterialnich kultur

* 1 ml kultury bun€k narostlé pfes noc pti 37 °C v tekutém zivném MRS médiu bylo
preneseno do zkumavky Eppendorf a centrifugovano 3 min p#i 10 000 ot/min

» Po odliti supernatantu a okapani sedimentu byl ziskany sediment resuspendovan v
1 ml lyza¢niho roztoku A (10 mM Tris pH 7,8; 5 mM EDTA pH 8,0)

=  Suspenze byla opét centrifugovana 3 min pii 10 000 ot/min

» K sedimentu bylo ptfidano 500 ul roztoku B (roztok A s lysozymem, kdy koncentrace
lysozymu ¢inila 3 mg/ml) a nasledné probihala inkubace vzorku 1 hodinu pfi
laboratorni teploté

» K suspenzi bylo ptidano 25 ul 10 % SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml). Smés byla
inkubovana 3 hodiny pfi 55 °C do projasnéni roztoku

4.1.9.4 Ptiprava hrubych lyzath z tekutych mléénych vyrobkil

= Z tekutého mlé¢ného vyrobku bylo odebrano 2x 1 ml vzorku do dvou 1,5 ml
Eppendorfovych zkumavek a vzorky byly nasledné¢ centrifugovany 5 min pti 14 000
ot/min

= Supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal dobfe okapat

* Sediment byl promyt v 1 ml sterilni vody a opét centrifugovan 5 min pii 14 000 ot/min
a supernatant byl opét slit a sediment se nechal dobie okapat

= K sedimentu byl pak pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku B a byl v ném resuspendovan

» Inkubace s timto roztokem B probihala 2 hodiny pfi laboratorni teploté

= Ke vzorku bylo ptidano 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (1 mg/ml) a vzorky byly
inkubovany pfti 55 °C do druhého dne

4.1.9.5 Izolace genomoveé DNA z hrubych lyzata fenolovou extrakcei

= K hrubému lyzatu bunék bylo ptidano 10 pul RNasy A (100 pg/ml) a po promichani
probihala inkubace 15 min pii 37 °C

= Nasledné byl k lyzatu bun€k piidan stejny objem piedestilovaného fenolu (pH 7,8) a
smés byla promichdvéana 4 min

» Vzorek byl centrifugovan 3 min pii 10 000 ot/min

* Pomoci Spicky s ustfizenym hrotem byla odebrana vodni fize s DNA do Ccisté
zkumavky

= K této vodni fazi s DNA bylo pfidano 700 pl CIZ smési (chloroform: isoamylalkohol
V poméru 24:1) a promichavano 4 min

* Vzorek byl centrifugovan 3 min pii 10 000 ot/min a vodni faze s DNA byla odebrana
do nové Eppendorfovy zkumavky

4.1.9.6 Presrazeni DNA ethanolem
= Ke vzorku DNA bylo ptidano 1/10 objemu 3 M octanu sodného a smés promichana
= Poté¢ byl ke smési pfidan 1 ml 96 % ethanolu a smés opét promichana

= DNA byla srazena pii — 20 °C po dobu 30 min
=  Vzorek byl centrifugovan 15 min pti 15 000 ot/min
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= Supernatant byl opatrné slit a sediment susen v exsikatoru 15 min

= K sedimentu bylo ptidano 200 ul TE pufru

= Byla provedena agarosova gelova elektroforéza (0,8 % agarosovy gel) k ovétreni
pritomnosti a intaktnosti DNA

4.1.9.7 Izolace genomové DNA z hrubych lyzati vysolovanim chloridem sodnym

Izolace DNA z hrubych lyzatd bunék vysolovanim NaCl byla provadéna podle postupu
uvedeného v DP E. Némcové. [30]
= K 500 pl hrubého lyzatu byl ptfidan definovany objem 5,5 M NaCl a sterilni
destilované vody do objemu 1 ml (Tabulka 3)
*  Smés byla promichavana 10 min a centrifugovana 15 min pii 10 000 ot/min
» Supernatant byl odebran do nové mikrozkumavky

4.1.9.8 Presrazeni DNA v supernatantu po vysolovani chloridem sodnym ethanolem

Pfesrazeni DNA bylo provadéno podle postupu uvedeného v DP E. Némcové. [30]
= K50 pl supernatantu bylo pfiddno takové mnozstvi sterilni destilované vody, aby
vysledna koncentrace NaCl byla asi 0,3 M a 2,5x vétsi mnozstvi ethanolu (Tabulka 3)
= DNA byla srazena 30 min. pfi —20 °C a byla centrifugovana 15 min pti 10 000 ot/min
= Sediment byl vysusen v exsikatoru a resuspendovan v 120 ul TE pufru
* 10 pl ziskané DNA bylo z kazdé koncentrace naneseno na 0,8 % agarosovy gel a byla
provedena agarosova gelova elektroforéza

Tabulka 3: Vysolovani DNA z hrubych lyzati bunék pomoci NaCl [30]

HL(ul) Izolace DNA Purifikace DNA
5,5 M NaCl (ul) | H,0 (ul) | V¥sledna c NaCl (M) | H,0 (ul) Et(hﬂ)‘o'
500 100 400 0,55 50 250
500 200 300 1,10 150 500
500 300 200 1,65 250 750
500 400 100 2,20 350 1000
500 500 0 2,75 450 1250

HL hruby lyzat bun¢k
4.1.9.9 Izolace genomové DNA z hrubych lyzati pomoci magnetickych nosici

*= Byla pfipravena separacni smés podle Tabulky 4 v pfislusném potadi pipetovani
jednotlivych komponent

* Smés byla promichana a inkubovana 10 min pfi laboratorni teploté

= (Castice s navazanou DNA byly pii laboratorni teploté separovany prostiednictvim
magnetu béhem 10 min

» Byl odpipetovan supernatant a uchovan pro pozd¢jsi analyzu

* Magneticky nosi¢ s navdazanou DNA byl promyt 500 ul 70 % ethanolu a nasledovalo
separovani ¢astic magnetem 2 min pii laboratorni teploté

* Mikrozkumavky byly suSeny 10 min pti 37 °C v horizontalni poloze
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* DNA byla eluovana do 100 ul TE pufru 10 min pii laboratorni teploté
= Poté byly Castice separovany magnetem 2 min pii laboratorni teploté a eluovana DNA
byla napipetovana do Cisté mikrozkumavky
Paralelné probihala izolace v 8 a 16 % PEG 6000. Jednotlivé komponenty byly smichany
v pomérech dle Tabulky 4 (celkovy objem smési byl 1000 ul). Na agarosovy gel bylo
nanaseno 30 pl izolované¢ DNA a 10 pl standardu.

Tabulka 4: Priprava separa¢ni smési

Poradi Komponenta PEG 6000 (%)/ul
komponent 8 16
1. H.0O 200 0

2. NaCl (5M) 400 400

3. hruby lyzat 100 100

4. PEG (40 %) 200 400

5. magn.castice 100 100

Celkovy objem 1000 1000

4.1.9.10 Stanoveni koncentrace a istoty izolované DNA pomoci piistroje NanoPhotometer™

Koncentrace DNA byla m&fena pomoci piistroje NanoPhotometer ™. Absorbance byla
méfena pii 230, 260, 280 a 320 nm a jako blank byl pouzit TE pufr. Koncentraci Ize
vypocitat z Lambert-Beerova zakona:

A=c.¢e.l

A = absorbance pfi urcité vinové délce

¢ = koncentrace DNA (mol/l)

& = molarni absorban&ni koeficient (L.mol™*.cm™)
1 = délka optické drahy (cm)

Byla pouzita velikost vicka 1 mm Lid (Factor 5 a 10), coz v ptipadé dsDNA znamena,
ze lze méfit v rozsahu koncentraci DNA 7 — 350 ng/pl v ptipad¢€ pouziti Lid (Factor 5)
a 15— 700 ng/ul v ptipadé pouziti Lid (Factor 10).

4.1.9.11 Elektroforéza nukleovych kyselin v agarosovém gelu

Agarosova gelova elektroforéza byla pouzita k ovefeni ptfitomnosti, intaktnosti a
kvality izolované DNA. K ovéfeni pfitomnosti a intaktnosti DNA byl pouzit gel o hustoté
agarosy 0,8 %, k detekci PCR produktii gel o hustoté agarosy 1,8%.

Agarosovy gel byl pfipraven smichanim odpovidajictho mnoZstvi agarosy podle
hustoty gelu a 0,5x koncentrované¢ho TBE pufru. Agarosa byla za horka rozpusténa v TBE
pufru. Poté byl roztok nalit do elektroforetické vanicky s hiebinkem. Nasledné se gel nechal
ztuhnout pfi laboratorni teploté po dobu asi 30-60 min. Pfed samotnym nanaSenim vzorka byl
vyjmut hiebinek
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Vzorek byl pfipraven smichanim DNA, TE pufru a nanaseciho pufru v poméru 5:1. Po
naneseni vzorku do komurky gelu byl gel vlozen do elektroforetické vany tak, aby negativné
nabitd DNA mohla migrovat ke kladné nabité anod¢. Nasledné byl gel prevrstven 0,5 x
koncentrovanym TBE pufrem. Elektroforéza probihala pfi napéti 60 V dokud barvivo
nanéseciho pufru nedoputovalo do 2/3 agarosového gelu.

Po ukonceni elektroforézy byla DNA na gelu barvena ve vodni lazni s ethidium
bromidem (0,5 pg/ml) a nasledné¢ detekovana pomoci transilluminatoru v UV svétle pti 305
nm. Agarosovy gel s DNA byl fotografovan bud’ digitdlnim fotoaparatem nebo kamerou
Polaroid DS 34 na Polaroid film TT667.

4.1.9.12 Metody PCR

* Polymerasova fetézova reakce srodové specifickymi primery pro rod
Lactobacillus

Bakterie patfici do rodu Lactobacillus byly detekovany pomoci amplifikace useku DNA o
délce asi 250 bp, jehoz oblast vymezuji dva primery: LbLMA 1 a R 16-1. [16] Komponenty
PCR byly promichany, kratce zcentrifugovany (Tabulka 5) Poté byla ptipravena DNA matrice
0 koncentraci 10 ng/ul. Bylo piipraveno 25 pl PCR smési do 200 pl sterilnich PCR
zkumavek. Jako negativni kontrola byla pouzita PCR smés bez matricové DNA. Poté byla
smés umisténa do termocycleru a spustén program LBC ROD (Tabulka 6). Po skonceni
reakce byly PCR produkty detekovany pomoci agarosové gelové elektroforézy nal,8 % gelu.

Tabulka 5: Slozeni reak¢éni smési pro rodové specifickou PCR rodu Lactobacillus

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 19,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smés ANTPs (10 mM) 0,5
primer LbLLMA 1 (10 pmol/ul) 0,5
primer R 16-1 (10pmol/ul) 0,5
Tag DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 1,0
matricovd DNA (10 ng/ul) 1,0
Celkovy objem 25,0
Tabulka 6: Program LBC ROD
Krok €. | Teplota (°C) Proces Cas (min)
1 95 5
2 95 denaturace DNA 0,5
3 55 hybridizace primert 0,5
4 72 syntéza DNA fetézce 0,5
5 29x krok 2,3,4
6 95 denaturace DNA 0,5
7 55 hybridizace primert 0,5
8 72 syntéza DNA fetézce 10
9 10 chlazeni dle potieby
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* Priprava PCR smési s univerzalnimi primery pro doménu Baktérie

Bakterie patiici do rodu Lactobacillus byly také detekovany pomoci primera DG 74 a RW
01 [31], pticemz byl amplifikovan usek DNA o délce 370 bp. Pomoci uvedenych primerd lze
detekovat vSechny druhy domény Baktérie.

Oproti polymerasové fetézové reakci S primery specifickymi pro rod Lactobacillus se

proces lisil mnozstvim jednotlivych komponent (Tabulka 7) a pouzitym programem UNIV 30
(Tabulka 8). Amplikony byly detekovany pomoci agarosové gelové elektroforézy na 1,5 %
agarosovém gelu.

Tabulka 7: Slozeni reak¢éni smési s univerzalnimi primery pro PCR domény Baktérie

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 14,5
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smés ANTP (10 mM) 1,0
primer DG 74 (10 pmol/ul) 1,0
primer RW 01 (10 pmol/ul) 1,0
Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) 2,0
MgCl, 2,0
matricova DNA (10 ng/ul) 1,0
Celkovy objem 25,0
Tabulka 8: Program UNIV 30
Krok €. | Teplota (°C) Proces Cas (min)
1 95 5
2 95 denaturace DNA 1
3 60 hybridizace primert 1
4 72 syntéza DNA fetézce 2
5 28x krok 2,3,4
6 95 denaturace DNA 1
7 60 hybridizace primert 1
8 72 syntéza DNA fetézce 10
9 10 (chlazeni) dle potieby

Polymerasova Fetézova reakce pro rod Lactobacillus s vyuzitim PPP Master Mixu
(Top-Bio, Tag-Purple DNA Polymerasa PCR Master Mix s 5 mM MgCl,)

V reakci byl pouzit 2x koncentrovany PPP Master Mix, coZ umoziuje rychlou piipravu
reakéni smési bez nutnosti pipetovani jednotlivych komponent zvIast. PPP Master Mix
obsahoval 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, piislusny pufr (150
mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH,)SO,, 0,02 % Tween 20), 5 mM MgCl,, stabilizatory, 100
U/ml Taq Purple DNA polymerasu, aditiva. Neni zapotiebi dodavat ani nanaSeci pufr pro
gelovou elektroforézu PCR produktd, jelikoz barvivo je jiz ve smési obsazeno. Reakce se
oproti dvéma predchazejicim reakcim lisila objemem komponent (Tabulka 9). Do reakce se
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ptidavaji rodové specifické primery pro rod Lactobacillus a DNA matrice. Byl pouzit
program LBC ROD (Tabulka 6).

Tabulka 9: Slozeni reak¢éni smési s PPP Master Mixem pro PCR rodu Lactobacillus

Komponenty Objem (pul)
PPP Master Mix 12,5
primer LBLMA 1 (10 pmol/ul) 1,0
primer R 16-1 (10 pmol/ul) 1,0
matricova DNA (10 ng/ul) 1,0
PCR voda 9,5
Celkovy objem 25,0

» Kvantitativni Real Time PCR

DNA izolovand zrealnych vzorkti byla amplifikovana a kvantifikovana pomoci
kvantitativni Real Time PCR (qPCR). V qPCR byly opét pouzity primery LbLMAL a R 16-1,
které jsou specifické pro rod Lactobacillus. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 10.
Byl pouzit program qLBC ROD (Tabulka 11). Po skonceni reakce byly pro kontrolu gPCR
produkty detekovany pomoci agarosové gelové elektroforézy na 1,8 % gelu.

Tabulka 10: SloZeni reakéni smési pro rodové specifickou qPCR rodu Lactobacillus

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 9,5
XL-gPCR 2x SYBR MIX 12,5
primer LbBLMA 1 (10 pmol/ul) 1,0
primer R 16-1 (10 pmol/ul) 1,0
matricova DNA 1,0
Celkovy objem 25,0
Tabulka 11: Program qLBC ROD
Krok ¢. | Teplota (°C) Proces Cas (min)
1 95 5,0
2 95 denaturace DNA 0,5
3 55 hybridizace primert 0,5
4 72 syntéza DNA fetézce 0,5
5 39x krok 2,3,4
6 95 denaturace DNA 0,5
7 55 hybridizace primert 0,5
8 72 syntéza DNA fetézce 10,0
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V.VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Kontrola ¢istoty bakteridlni kultury

Kultury bakterialnich kmeni L. amylovorus CCM 4380, L.plantarum CCM 70397
a L. zeae CCM 7069" narostlé ptes noc v MRS mediu byly kfiZovym roztérem rozetfeny a
kultivovany na miskach s pevnym MRS mediem, jak je uvedeno v kapitole Metody.

» Vsechny tfi kmeny tvofily bilé kolonie s hladkym okrajem a lesklym povrchem o
velikost cca 1-2 mm, z ¢ehoz lze usuzovat , Ze bakterialni bunky byly Cisté a tedy i

vhodné pro izolaci genomové bakterialni DNA

5.2 Priprava hrubych lyzati bunék z 1 ml ¢istych bakterialnich kultur

Hrubé lyzaty bunék byly pfipravovany z narostlych kultur lyzi pomoci lyzac¢niho
roztoku, coz je podrobnéji popsano v kapitole Metody. Hrubé lyzaty vSech tii druhd rodu
Lactobacillus byly naneseny na agarosovy gel a byly podrobeny agarosové gelové
elektroforéze (Obr.6, Tabulka 12).

1 2 3

Obr. 6: Agarosova gelova elektroforéza hrubych lyzata bun¢k z 1 ml Cistych bakterialnich
kultur

Tabulka 12: Schéma naneseni vzorkt hrubych lyzati bunék z 1 ml ¢istych bakterialnich
kultur na agarosovy gel

B¢h Kmen DNA
1 L. zeae CCM 7069" +++
2 L.plantarum CCM 7039" F++
3 |L.amylovorus CCM 4380" e+

+++ DNA byla detekovana ve velkém mnozstvi.

» DNA v hrubych lyzatech byla detekovana, bunky tedy byly rozruseny.
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5.3 Izolace DNA z hrubych lyzati bunék rodu Lactobacillus fenolovou extrakei

Kizolaci celkové DNA pomoci fenolové extrakce byly pouzity 2 vzorky hrubych
lyzatd od kazdého kmene (2x 500ul). Celkem tedy bylo nanaSeno na gel 6 vzorkl hrubych
lyzath po fenolové extrakci a nasledném vysrazeni ethanolem. Pfitomnost a intaktnost DNA
byla ovétena pomoci agarosové gelové elektroforézy (Obr. 7, Tabulka 13). Na gel bylo
nanaseno 10 pl eluované DNA.

Obr. 7: Agarosm'zé rgelvo\}‘é elektroforéza celkové DNA izolované z hrubych lyzatd riiznych
kmeni rodu Lactobacillus pomoci fenolové extrakce

Tabulka 13: Schéma naneseni vzorkd celkové DNA izolované z hrubych lyzati riznych
kment rodu Lactobacillus fenolovou extrakci na agarosovy gel

Béh Kmen DNA
1 +/-
2 +/-
2 L. amylovorus CCM 43807 +Jf'
5 T +
5 L.plantarum CCM 7039 -
7 - -
8 DNA standard A/Hind 111 -
+/-  DNA byla detekovana velmi slab¢,
+ DNA byla detekovana v malém mnozstvi.

» DNA ziskana fenolovou extrakci byla na agarosovém gelu detekovana. DNA kmene
L. zeae CCM 7069 byla detekovéna ve velmi malém mnoZstvi.
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5.4 lzolace DNA z hrubych lyzati bunék rodu Lactobacillus vysolovanim chloridem
sodnym

Pro izolaci celkové DNA pomoci vysolovani bylo pouZito 5 vzorkli hrubého lyzatu
kmene L. plantarum CCM 7039". Bylo provedeno vysolovani s riznymi koncentracemi NaCl
a nasledné srazeni ethanolem, jak je uvedeno v Tabulce 3 v kapitole Metody.

Pfitomnost a intaktnost DNA byla ovéfena pomoci agarosové gelové elektroforézy
(Obr. 8, Tabulka 14). Na gel bylo nanaseno 10 ul DNA.

1 2 3 45 6 7

Olbr. 8: Agarosové gelova elektroforéza celkové DNA izolované z hrubych lyzath rtiznych
kment rodu Lactobacillus vysolovanim s riznymi koncentracemi NaCl

Tabulka 14: Schéma naneseni vzorkd celkové DNA izolované z hrubych lyzati riznych
kment rodu Lactobacillus vysolovanim NaCl na agarosovy gel

Béh NaCl (M) Kmen DNA

- DNA standard A/Hind 111 -

0,55 -

1,10 -

1,65 L. plantarum CCM 7039" -

2,20 -

N[O~ WIN|F

2,75 -

- DNA nebyla detekovana,
» Na rozdil od DNA izolované fenolovou extrakci, nebyly pomoci vysolovani pfislusné

prouzky DNA na gelu viditelné. Pro zjisténi, zda vibec néjaka DNA byla
vysolovanim NaCl ziskéana, byla provedena PCR.
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5.5 Ovéreni kvality izolované DNA pomoci polymerasové retézové reakce s rodové
specifickymi primery pro rod Lactobacillus

DNA izolovana fenolovou extrakci a vysolovanim s NaCl byla pouzita jako DNA
matrice v rodové specifické PCR. Piiprava PCR smési je uvedena v Tabulce 5 v kapitole
Metody a podminky amplifikace v Tabulce 6 v téze kapitole. Detekce PCR produkti
agarosovou gelovou elektroforézou je uvedena na Obr. 9, schéma naneseni PCR produkti na
agarosovy gel v Tabulce 15.

250 bp

Obr. 9: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktt (250 bp) amplifikovanych z izolované
DNA

DNA byla izolovana z riznych druhti rodu Lactobacillus fenolovou extrakei a vysolovanim
pomoci NaCl a amplifikovana s vyuzitim primera specifickych pro rod Lactobacillus.

Tabulka 15: Schéma naneseni PCR produktli na agarosovy gel

y Metoda izolace PCR
Béh NaCl (M) DNA Kmen orodukt

1 - L.plantarum CCM 7039" ++
2 - fenolova extrakce L. zeae CCM 7069" ++
3 - L. amylovorus CCM 43807 ++
4 1,65 L - ++
5 275 vysolovani NaCl L.plantarum CCM 7039 —
6 - - - -
7 negativni kontrola - +

- PCR produkt nebyl detekovan,

+ PCR produkt detekovan v malém mnozstvi,

++ PCR produkt detekovan ve vétSim mnozstvi.
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» DNA vsech vzorkt se amplifikovala v PCR, tudiz tato DNA byla izolovana v kvalité
vhodné pro PCR. Pomoci vysolovani chloridem sodnym bylo ziskdno dostate¢né
mnozstvi DNA pro amplifikaci v PCR. Bohuzel degradovany PCR produkt byl
pfitomen i v negativni kontrole. Ziejmé tedy byla néktera zPCR komponent
kontaminovana DNA.

5.6 Ovéfeni kvality izolované DNA pomoci polymerasové retézové reakce
S univerzalnimi primery pro doménu Baktérie

Pro ovéfeni, Ze kontaminace nebyla v primerech specifickych pro rod Lactobacillus,
byla provedena PCR s univerzalnimi primery pro doménu Baktérie. Pfiprava PCR smési je
uvedena v Tabulce 7 v kapitole Metody a podminky amplifikace v Tabulce 8 v téze kapitole.
Soucasné byly pouzity 2 sady komponent X a y, které mély shodné dNTP, primery a MgCl,.
Timto zpisobem byla testovana moznost kontaminace nékteré z PCR komponent. PCR
produkty byly detekovany na agarosovém gelu (Obr. 10), schéma naneseni PCR produktl na
agarosovy gel je uvedeno v Tabulce 16.

370 bp

Obr. 10: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktti (370 bp) pii studiu citlivosti PCR

DNA byla izolovana vysolovanim rtiznymi koncentracemi NaCl a fenolovou extrakci a
amplifikovana pomoci univerzalnich primera pro doménu Baktérie.
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Tabulka 16: Schéma naneseni PCR produktli na agarosovy gel

y Metoda izolace Sada PCR PCR
Beh NaCl (M) DNA Kmen komponent | produkt
. : L. plantarum CCM 7039" |—— =
3 - fenolova extrakce ™ "

L. amylovorus CCM 43807
4 - y ++
2 ig: vysolovani NaCl | L. plantarum CCM 7039" ; =
7 negativni kontrola X +/-
8 negativni kontrola y +
+/-  PCR produkt detekovan velmi slabé,
+ PCR produkt detekovan v malém mnoZzstvi,
++  PCR produkt detekovan ve vétSim mnozstvi.

» Na agarosovém gelu (Obr. 10) v PCR produktech bylo ptitomno vedle specifickych
amplikontt DNA velké mnozstvi nespecifickych amplikonit DNA o jinych velikostech
stejné jako v negativni kontrole, zejména pokud se jedna o sadu PCR komponent y.
Z toho plyne, ze néktera z PCR komponent této sady byla kontaminovana. Proto bylo
ptistoupeno k pouziti PPP Master Mixu, coz je popsano v nasledujici kapitole 5.7.

5.7 Ovéreni kvality izolované DNA pomoci polymerasové retézové reakce s primery

specifickymi pro rod Lactobacillus a s vyuzitim PPP Master Mixu

PCR reakce a amplifikace se liSila objemy jednotlivych komponent, které¢ jsou
uvedeny v Tabulce 9 v kapitole Metody. K reakci byl pouzit program LBC ROD (Tabulka 6).
PCR produkty byly detekovany pomoci agarosové gelové elektroforézy (Obr. 11), schéma
naneseni PCR produktl na agarosovy gel je uvedeno v Tabulce 17.

1 2 3 4
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9 10 11

Obr. 11: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktt (250 bp) - citlivost PCR




DNA byla izolovana vysolovanim riiznymi koncentracemi NaCl a fenolovou extrakci a poté
amplifikovana pomoci primeru specifickych pro rod Lactobacillus a PPP Master Mix.

Tabulka 17: Schéma naneseni PCR produkti na agarosovy gel

Beh | Nacl(m) | e1O0a Polace Kmen prlj)%skt
1 - fenolové extrakce | L.plantarum CCM 70397 +++
2 - - - -
3 - fenolova extrakce | L.amylovorus CCM 43807 +++
4 - - - -
5 - fenolova extrakce L. zeae CCM 7069" +++
6 1,65 vysolovani NaCl | L.plantarum CCM 7039" +++
7 - - - -
8 2,75 vysolovani NaCl L.plantarum CCM 70397 +++
9 - - - -
10 negativni kontrola - -
11 negativni kontrola - -

- PCR produkt nebyl detekovan,
+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnoZstvi.

» DNA byla amplifikovana v rodové specifické PCR a na agarosovém gelu (Obr. 11)
jsou viditelné specifické amplikony DNA ve vysoké intenzité a Cistoté, ¢imz se
osvédcilo pouzivani PPP Master Mixu misto klasické sady PCR komponent.

5.8 Ovéreni kvality izolované DNA pomoci polymerasové retézové reakce s primery
specifickymi pro rod Lactobacillus s vyuzitim PPP Master Mixu nebo klasické sady PCR
komponent

PCR smés byla ptipravena bud’ s PPP Master Mixem (Tabulka 9, kapitola Metody)
nebo s klasickou sadou PCR komponent (sada w) jak je uvedeno v Tabulce 5 v kapitole
Metody. K reakci byl pouzit program LBC ROD (Tabulka 6, kapitola Metody). Cilem bylo
porovnat vysledky obou PCR reakei (Obr. 12). Schéma naneseni PCR produktli na agarosovy
gel je uvedeno v Tabulce 18.
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Obr. 12: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) - citlivost PCR

DNA byla izolovana vysolovanim riiznymi koncentracemi NaCl a fenolovou extrakci a
amplifikovana s vyuzitim PPP Master Mixu a klasické sady PCR komponent.

Tabulka 18: Schéma naneseni PCR produktli na agarosovy gel

y Metoda izolace PCR
Beh | NaCl (M) DNA Kmen Poznimka | produkt
1 vysolovani + | PPP Master Mix | +++
> 2,75 NaCl L.plantarum CCM 7039 sada w v
3 DNA standard (100 bp) - - -
4 165 PPP Master Mix | +++
S vysolovani | - 1o ntarum CCM 70397 sadaw | 4+t
6 NaCl PPP Master Mix | +++
0,55
7 sada w -
8 negativni kontrola - PPP Master Mix -
9 negativni kontrola - sada w +/-
fenolova T .
10 - extrakee L. zeae CCM 7069 PPP Master Mix | +++
11 DNA standard (100bp) - - -
12 - L. zeae CCM 7069" sada w +++
13 - ) 1 | PPP Master Mix | +++
m - fenolova L. amylovorus CCM 4380 sadaw "
15 extrakee PPP Master Mi +++
- aster Mix
L.plantarum CCM 7039"

16 - sada w +++

- PCR produkt nebyl detekovan,

+/-  PCR produkt detekovan velmi slabé,

+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnoZstvi.
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» DNA byla amplifikovana a byly detekovany specifické PCR produkty pfi pouziti jak
PPP Master Mixu tak i klasické sady PCR komponent (kromé vysolovani DNA
L. plantarum CCM 7039" pomoci 0,55 M NaCl v b&hu ¢&. 7, kde patrné doslo k chybg
pii ptipravé vzorku). V piipadé negativni kontroly v béhu ¢. 9 doslo ziejmé ke
kontaminaci.

» Pfi pouziti PPP Master Mixu jsou PCR produkty nepatrné intenzivnéjsi nez u klasické
sady PCR komponent.

» V dalsich PCR reakcich uz byl pouzivan pouze PPP Master Mix a to z divodu
ptetrvavajicich problémt kontaminace klasickych sad PCR komponent, bud’ pfimo
v PCR produktech nebo v negativnich kontrolach.

5.9 Izolace DNA z hrubych lyzatia bunék rodu Lactobacillus (3 ml bakterialni kultura,
Aso=1)

ProtoZe ptredchozi postup piipravy hrubych lyzati z 1 ml ¢istych bakterialnich kultur
byl nedostacujici z hlediska mnozstvi izolované DNA (kapitola 5.2), byl objem bakterialni
kultury zvySen na 3 ml a buiky byly nafedény na stejnou absorbanci Agyp = 1. Byly také
zvySeny objemy vzorkd nanaSenych na agarosovy gel, v piipadé fenolové extrakce |
vysolované DNA bylo nanaseno 20 pl (Obr. 13). Schéma naneseni vzorkt na agarosovy gel je
uvedeno v Tabulce 19.

1 23 4 56 7 89101112 13 14 15
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well,

Obr. 13: Agarosova gelova elektroforéza hrubych lyzati riznych kment rodu Lactobacillus,
vysolované DNA a DNA izolované fenolovou extrakci
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Tabulka 19: Schéma naneseni vzorkt hrubych lyzat riznych kmenti rodu Lactobacillus,
vysolované DNA a DNA izolované fenolovou extrakci na agarosovy gel

Beh. | NaCl (M) Metog?\l';\o'ace Kmen DNA

1 - L. amylovorus CCM 4380" +++
2 - fenolové extrakce | L.plantarum CCM 70397 +++
3 - L. zeae CCM 7069" +++
4 | DNA standard A/Hind 111 -
5 0,55 -
3 iég vysolovani NaCl | L. amylovorus CCM 43807 Z
8 2,20 +/-
9 2,75 +/-
10 |DNA standard A/Hind 111 -
11 - - - -
12 hruby lyzat L. amylovorus CCM 43807 +++
13 - - - -
14 hrubg yzét L.plantarum CCM 7039" +++
15 L. zeae CCM 7069" +++

- DNA nebyla detekovana,

+/- DNA detekovana velmi slabé,

+++ DNA detekovana ve velkém mnozstvi.

» Zvyseni mnozstvi bakterialni kultur pfi pfipravé hrubych lyzati bunék a zvyseni
nanasen¢ho objemu DNA na agarosovy gel mélo pozitivni dopad na mnozstvi DNA
izolované fenolovou extrakci viditelnou na Obr. 13, béh €. 1-3

» Pokud se jedna o vysolovani DNA chloridem sodnym, tak izolace DNA touto cestou
neposkytla uspokojivé vysledky.

5.10 Izolace DNA z hrubych lyzata bunék rodu Lactobacillus (3 ml bakterialni kultura,
As0=15)

V piedchozim ptipadé nebyla izolace DNA vysolovanim chloridem sodnym piili$
uspeésna, proto bylo pristoupeno ke zvyseni optické hustoty bunék z Aggo =1 na Agpo= 1,52
také byly zvySeny objemy vzorki s vysolovanou DNA nanéaSenych na agarosovy gel na 30 pl,
objem nanaSené¢ DNA izolované fenolovou extrakci byl snizen na 10 pl (Obr. 14). Schéma
naneseni vzorkl na agarosovy gel je uvedeno v Tabulce 20.
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Obr. 14: Agarosova gelova elektroforéza hrubych lyzatt riznych kment rodu Lactobacillus,
vysolované DNA s riiznymi koncentracemi NaCl a DNA izolované fenolovou exrakci

Tabulka 20: Schéma naneseni vzorkt hrubych lyzatd riznych kment rodu Lactobacillus,
vysolované DNA a DNA izolované fenolovou extrakci na agarosovy gel

Béh | NaCl (M) Metog?\l'io'ace Kmen DNA
1 - L. amylovorus CCM 43807 4+
2 - fenolové extrakce | L.plantarum CCM 7039" +++
3 - L. zeae CCM 7069" +H+
4 DNA standard A/Hind 111 -
5 0,55 +
? iég vysolovani NaCl | L. amylovorus CCM 4380" +++
8 2,20 +/-
9 2,75 -
10 |DNA standard A/Hind 11 -
11 - L. amylovorus CCM 43807 +t
12 - hruby lyzat L.plantarum CCM 7039" +++
13 - L. zeae CCM 7069 - +++
- DNA nebyla detekovana,
+/- DNA detekovana velmi slabég,
+ DNA detekovana v malém mnozstvi,

++ DNA byla detekovana ve vétSim mnoZzstvi,
+++ DNA detekovana ve velkém mnozstvi.

» Zvyseni optické hustoty bunék z Agy = 1 na Agoo = 1,5 a zvysSeni nanaSeného objemu
vysolené DNA vedlo k mirnému zvySeni intenzity DNA na agarosovém gelu, stéle
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vSak ve srovnani s vysledky izolace DNA fenolovou extrakci neni tato intenzita DNA
dostatecn¢ vysoka.

5.11 Izolace DNA z hrubych lyzati bunék rodu Lactobacillus (5 ml bakterialni kultura,
Aso=15)

DNA byla izolovdana z hrubych lyzati bun¢k fenolovou extrakci a vysolovanim
s riznymi koncentracemi NaCl. Tyto hrubé lyzaty (Obr. 15, Tabulka 21) byly pfipraveny
Z bun¢k nafedénych na stejnou absorbanci Agypy = 1,5 zZ celkového objemu kultury 5 ml. Na
rozdil od pfedchozich postupti byla v lyzacnim roztoku B pouzita vysSi koncentrace
lysozymu, misto 3 mg/ml bylo pfidano 15 mg/ml. Dale byla zvySena doba inkubace s timto
roztokem B z 1 na 2 hodiny.

Na agarosovy gel bylo nanaSeno 10 pl DNA v ptipad¢ fenolové extrakce (Obr. 16,
Tabulka 22), 7 ul DNA v pfipad¢ standardu A/Hind III a 30 pl vysolované DNA (Obr. 17,
Tabulka 23).

1 2 3 4

Obr. 15 Agarbsové gelova elektroforéza hrubych lyzati bunék riznych kmend rodu
Lactobacillus

Tabulka 21: Schéma naneseni vzorkl hrubych lyzati na agarosovy gel

B¢h Kmen DNA
1 |L.plantarum CCM 7039' +H+
2 |L.amylovorus CCM 4380" 4+
3 DNA standard A/Hind |11 -

4 |L.zeae CCM 7069" ++

+++ DNA detekovana ve velkém mnozstvi.
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Obr. 16: Agarosova gelova elektroforéza celkové DNA izolované z hrubych lyzatd riznych
kmeni rodu Lactobacillus pomoci fenolové extrakce

Tabulka 22: Schéma naneseni vzorkli celkové DNA izolované z hrubych lyzati raznych
kmeni rodu Lactobacillus fenolovou extrakci na agarosovy gel

Béh Kmen DNA
1 | L.amylovorus CCM 4380" +++
2 +++
3 L. plantarum CCM 7039" ey
4 DNA standard A/Hind 111 -

5 +++
5 L. zeae CCM 7069" —

+++  DNA detekovana ve velkém mnozstvi.
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bbr. 1 Agarosova gelova elektroforéza celkové DNA izolované z hrubych lyzath pomoci
vysolovani s riznymi koncentracemi NaCl

Tabulka 23: Schéma naneseni vzork celkové DNA izolované z hrubych lyzati pomoci
vysolovani s riznymi koncentracemi NaCl na agarosovy gel

Béh NaCl (M) Kmen DNA
1 2,75 Tt
2 2,20 L. amylovorus CCM 43807 o+
3 1,65 +++
4 - DNA standard A/Hind 11 -

5 1,10 . -
L. amylovorus CCM 4380
6 0,55 +++

+++ ... DNA detekovana ve velkém mnozZstvi.

» Zvyseni mnozstvi bakterialni kultury pouzité pro piipravu hrubych lyzata
bunék ze 3 ml na 5 ml a soucasné zvySeni mnozstvi lysozymu v lyzacnim
roztoku ze 3 na 15 mg/ml vedlo k usp&$nym vysledkiim. Na obou agarosovych
gelech (Obr. 16, Obr. 17) jsou vidét prouzky izolované DNA vysoké intenzity.

» V ptedchozim ptipadé (kap. 5.9 a 5.10), kdy izolace fenolovou extrakci i
vysolovanim chloridem sodnym byla optimalizovdna zvySenim objemu
bakteridlni kultury pro pfipravu hrubych lyzatd, nebylo dosazeno vyrazné
zmény v intenzité DNA na agarosovém gelu. Zasadnim krokem pro zlepSeni
vysledk bylo ziejmé tedy zvySeni mnozstvi pouzitého lysozymu.

52



DNA byla také izolovana z hrubych lyzata dalSich dvou kmenu, L.plantarum CCM
7039" a L. zeae CCM 7069, vysolovanim s riznymi koncentracemi NaCl. Hrubé lyzaty byly
ptipraveny stejnym zpusobem jako v pfedchozim ptipadé u kmene L. amylovorus CCM
4380". Na agarosovy gel (Obr. 18 a Tabulka 24; Obr. 19 a Tabulka 25) bylo nanaseno 30 pl
vysolované DNA a 7 pl standardu A/Hind IIL

Obr. 18: Agarosova gelova elektroforéza celkové DNA izolované z hrubych lyzatt pomoci
vysolovani s riznymi koncentracemi NaCl

Tabulka 24: Schéma naneseni vzorkd celkové DNA izolované z hrubych lyzati pomoci
vysolovani s riznymi koncentracemi NaCl na agarosovy gel

Béh NaCI (M) Kmen DNA
1 0,55 T+t
2 1,10 L.plantarum CCM 7039" ++
3 1,65 it
4 - DNA standard A/Hind 111 -

5 2,20 ] Tt
L.plantarum CCM 7039
6 2,75 it

++ DNA detekovana ve vét§im mnozstvi.
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Obr. 19: Agarosova gelova elektroforéza celkové DNA izolované z hrubych lyzatt pomoci

vysolovani s riiznymi koncentracemi NaCl

Tabulka 25: Schéma naneseni vzorki celkové DNA izolované z hrubych lyzati pomoci

vysolovani s riznymi koncentracemi NaCl na agarosovy gel

Béh NaCl (M) Kmen DNA

1 0,55 - +++
L. zeae CCM 7069
2 1,10 +++
3 - DNA standard A/Hind 111 -
4 1,65 ++
5 2,20 L. zeae CCM 7069" ++
6 2,75 ++
++ DNA detekovana ve vét§im mnozZstvi,

+++

» DNA izolovana vysolovanim s riznymi koncentracemi chloridu sodného byla u obou
kment (L.plantarum CCM 7039", L. zeae CCM 7069") v mirn& degradovaném stavu

>
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DNA detekovana ve velkém mnozstvi.

detekovana.

wevr

Nejkvalitnéjsi

DNA byla ziskana v ptipadé kmene L. amylovorus CCM 4380".




5.12 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA izolované fenolovou extrakci a vysolovanim
chloridem sodnym

Koncentrace DNA izolované fenolovou extrakci a vysolovanim NaCl (kap. 5.11) byla
mé&fena na pristroji NanoPhotometer™, jak je uvedeno v kapitole Metody.

Tabulka 26: Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Metoda izolace NaCl (M) Kmen DNA (ng/ul)
DNA
0,55 96,4
1,10 101,7
1,65 L. amylovorus CCM 43807 107,0
2,20 91,6
2,75 60,0
0,55 60,1
Vysolovani NaCl 1,10 50,7
1,65 L. plantarum CCM 70397 42,8
2,20 41,0
2,75 46,4
0,55 74,8
1,10 71,3
1,65 L. zeae CCM 7069" 42,7
2,20 41,6
2,75 54,1
L. amylovorus CCM 43807 191,6
L. zeae CCM 7069" 1817
Fenolova extrakce - 181,7
. 163,0
L. plantarum CCM 7039 1817

» Fenolovou extrakci bylo ziskano pfiblizn¢ dvojnasobné az trojnasobné mnozstvi DNA nez
izolaci DNA vysolovanim chloridem sodnym, ¢imz se jevi tato metoda izolace DNA
ucinngjsi. Metoda vysolovani chloridem sodnym je ale vyhodnégjsi zejména z hlediska
nepouzivani toxickych latek, kdy tato metoda nevyzaduje k izolaci DNA latky jako je
fenol ¢i chloroform, které jsou nezbytné u fenolové extrakce.

» Optimalni koncentrace chloridu sodného pro izolaci DNA byla v rozmezi 0,55-1,65 M.
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5.13 Ovéreni kvality izolované DNA z 5 ml bateridlni kultury pomoci polymerasové
Fetézové reakce s primery specifickymi pro rod Lactobacillus a s vyuZitim PPP Master
Mixu

Kvalita DNA, ktera byla izolovanad fenolovou extrakci i vysolovanim chloridem
sodnym z hrubych lyzati bun€k piipravenych z 5 ml bakteridlni kultury a se zvySenym
obsahem lysozymu v lyzaénim roztoku, byla ovéfena v PCR (Obr. 20 a Tabulka 27; Obr. 21 a
Tabulka 28). Objemy jednotlivych komponent jsou uvedeny v Tabulce 9 v kapitole Metody.
K reakci byl pouzit program LBC ROD (Tabulka 6).

1 2 3 4 5 6 7

250 bp

Obr. 20: Agarosova gelova elektroforéza znazornujici citlivost PCR po fenolové extrakci
DNA

Tabulka 27: Schéma naneseni PCR produktti (250 bp) na agarosovy gel pii studiu citlivosti
PCR po fenolové extrakci DNA

Béh Kmen PCR produkt
1 | L. amylovorus CCM 4380" +H+
2 - -+
L .plantarum CCM 7039
3 +++
4 DNA standard (100 bp) -
S - —
L. zeae CCM 7069
6 +++
7 negativni kontrola -

- PCR produkt nebyl detekovan,
+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnoZstvi.
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Obr. 21: Agarosova gelova elektroforéza znazoriujici vliv koncentrace NaCl pti vysolovani
DNA na citlivost PCR

Tabulka 28: Schéma naneseni PCR produkti (250 bp) na agarosovy gel pii studiu citlivosti
PCR pfi vysolovdni DNA rliznymi koncentracemi NaCl

B¢h NaCl (M) Kmen PCR produkt
1 0,55 +++
2 1,10 +++
3 1,65 L. amylovorus CCM 43807 +++
4 2,20 +++
5 2,75 +++
6 - DNA standard (100 bp) -
7 0,55 +++
8 1,10 +++
9 1,65 L.plantarum CCM 7039" +++
10 2,20 +++
11 2,75 +++
12 0,55 +++
13 1,10 +++
14 1,65 L. zeae CCM 7069" +++
15 2,20 +++
16 2,75 +++
17 - negativni kontrola -

- PCR produkt nebyl detekovan,
+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi.
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» Na agarosovych gelech (Obr. 20, Obr. 21) byly detekovany intenzivni PCR produkty u
vSech vzorkda.

» Bylo ovéfeno, Ze z Cistych bakterialnich kultur vSech tii testovanych kment lze ziskat
pomoci fenolové extrakce i vysolovanim chloridem sodnym DNA v kvalité¢ vhodné pro
PCR.

5.14 l1zolace DNA z hrubych lyzatia bunék rodu Lactobacillus s vyuZitim magnetickych
nosicu

5.14.1 Izolace DNA z hrubych lyzati bun&k kmene L. amylovorus CCM 4380" s vyuZitim
magnetickych nosici

Krom¢ izolace DNA fenolovou extrakci a vysolovanim chloridem sodnym, byla DNA
izolovéana také magnetickou separaci s vyuzitim magnetickych nosi¢ii. DNA byla izolovéna z
hrubych lyzati bunék piipravenych z 5 ml overnight kultury bunék kmene L. amylovorus
CCM 4380", které byly zfedény na Agpo = 1,5. K ptipravé hrubého lyzatu bunék byla pouzita
Vv lyza¢nim roztoku B koncentrace lysozymu 15 mg/ml a inkubace s timto roztokem probihala
2 hodiny.

Kizolaci DNA bylo pouzito 5 riiznych magnetickych castic. Paralelné probihala
izolace s kone¢nou koncentraci 8 a 16 % PEG 6000. Jednotlivé komponenty byly smichany
v pomérech dle Tabulky 4 uvedené v kapitole Metody. Izolovana DNA byla nanaSena na
agarosovy gel (30 ul) a podrobena elektroforéze (Obr. 22, Tabulka 29).

123456 789 10111213141516

Obr. 22: Agarosova gelova elektroforéza ukazujici vliv sloZzeni magnetickych castic na
mnoZstvi izolované DNA kmene L. amylovorus CCM 43807
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Tabulka 29: Schéma naneseni vzorkl na agarosovy gel pfi studiu vlivu slozeni magnetickych
Sastic na mnoZstvi izolované DNA kmene L. amylovorus CCM 43807

< s PEG 6000 Koncentrace
Béh | Magneticka ¢astice/DNA (%) Kmen DNA DNA (ng/ul)
Silikagel (Merck) ]
1 (10x fedény) 4.3
Dynal DNA Direct - 4,9
3 P(HEMA-co-GMA) ox.1 8 L. amylovorus i 31
(2 mg/ml) CCM 43807 '
P(HEMA-GMA) ox. Il
4 - 6,4
(2 mg/ml)
5 Perovskit 439 - 4,4
6 DNA - +/- 50
7 DNA - +/- 100
DNA - Salmonella sp. +/- 200
9 DNA - +/- 40
10 DNA - +/- 50
Silikagel (Merck)
1 (10x fedény) * 8,7
12 Dynal DNA Direct + 24,5
P(HEMA-co-GMA) ox.I L. amylovorus
13 (2 mg/ml) 16 CCM 43807 * 4.8
P(HEMA-co-GMA) ox.
14 11 (2 mg/ml) ¥ 58
15 Perovskit 439 + 4,5
16 | DNA standard A/Hind Il - - -
- DNA nebyla detekovana,
+/-  DNA byla detekovana velmi slabg,
+ DNA byla detekovana v malém mnozstvi,

Agarosova gelova elektroforéza byla provedena i se supernatanty, které byly ziskany
po navazani DNA na magnetické ¢astice (Obr. 23, Tabulka 30). Na gel bylo nanaseno 30ul
supernatantu a 10 ul DNA standardu A/Hind I11.
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Obr. 23: Agarosova gelova elektroforéza se supernatanty po izolaci DNA pomoci riznych
magnetickych nosict

Tabulka 30: Schéma naneseni vzorkll supernatantti po izolaci DNA magnetickou separaci na
agarosovy gel

< s PEG 6000 Koncentrace
Béh Magneticka castice (%) Kmen DNA DNA (ng/ul)
1 S|I|kagevl (I\V/Ie,rck) (10x i 31,0
fedény)

2 Dynal DNA Direct - 27,2

P(HEMA-co-GMA) ox.I 8 L. amylovorus i 99.0
(2 mg/ml) CCM 43807 ’

P(HEMA-co-GMA) ox.

4 112 mg/ml) ) 300

5 Perovskit 439 - 21,5

6 | DNA standard A/Hind Il1 - - - -

7 Slllkagevl (I\V/Ie,rck) (10x . 412

fedény)

8 Dynal DNA Direct ++ 50,3
P(HEMA-co-GMA) ox.l L. amylovorus

9 (2 mg/ml) 16 CCM 4380" ++ 4338

10 P(HEMA-co-GMA) ox. + 35,0

I1 (2 mg/ml)
11 Perovskit 439 ++ 21,8
12 | DNA standard A/Hind Il - - - -
- DNA nebyla detekovana,

++  DNA byla detekovéana ve vét§Sim mnoZstvi.

> Bakterialni DNA kmene L. amylovorus CCM 4380" byla izolovana pomoci viech
testovanych magnetickych nosi¢i. Koncentrace izolované DNA se pohybovala
vrozmezi 3,1 - 24,5 ng/ul, kdy nejvyssi koncentrace bylo dosaZzeno pomoci
magnetického nosic¢e Dynal DNA Direct v prostredi 16 % PEG 6000 (Tabulka 29).

» DNA byla detekovana ve vSech supernatantech, ¢imz byla potvrzena lyze bun¢k a
pritomnost dostatecného mnozstvi DNA v hrubych lyzatech.
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5.14.2 Ovéieni kvality izolované DNA kmene L. amylovorus CCM 4380" s vyuZitim
magnetickych nosi¢ii pomoci polymerasové iFetézové reakce s primery specifickymi pro
rod Lactobacillus (PPP Master Mix)

Kvalita izolované DNA kmene L. amylovorus CCM 4380" byla ovéfena v PCR (Obr.
24, Tabulka 31). Objemy jednotlivych komponent jsou uvedeny v Tabulce 9 v kapitole

Metody. K reakci byl pouzit program LBC ROD (Tabulka 6).
1234567 89101112

250 bp

Obr. 24: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktd (250 bp) znazornujici vliv pouzitych
magnetickych ¢astic a koncentrace PEG 6000 na citlivost PCR

Tabulka 31: Schéma naneseni PCR produkti na agarosovy gel pfi studiu citlivosti PCR
s pouzitim riznych magnetickych castic a koncentrace PEG 6000

, A s PEG 6000 PCR
Beéh Magneticka castice (%) Kmen produkt
Silikagel (Merck)

! (10x fedény) T

2 Dynal DNA Direct +++

3 P(HEMA-co-GMA) ox.1 8 L. amylovorus CCM t

(2 mg/ml) 4380"

P(HEMA-co-GMA) ox.

4 11 (2 mg/ml) T

5 Perovskit 439 +++

6 | DNA standard (100 bp) -

Silikagel (Merck)

! (10x fedény) T

8 Dynal DNA Direct +++
P(HEMA-co-GMA) ox. | L. amylovorus CCM

; (2 mg/ml) 16 43807 T
P(HEMA-co-GMA) ox.

10 11 (2 mg/ml) T

11 Perovskit 439 +++

12 | negativni kontrola -

- PCR produkt nebyl detekovan,
+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnoZstvi.
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Stejna PCR reakce byla provedena i s prislusnymi supernatanty (Obr. 25, Tabulka 32).

12 3 45 67

8 9 10 11 12 1314

b - -

Obr. 25: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti (250 bp) ptislusnych supernatanti po
izolaci DNA magnetickou separaci

Tabulka 32: Schéma naneseni PCR produktt ptislusnych supernatantii na agarosovy gel

PEG PCR
Béh Magneticka castice 6000 Kmen
produkt

(%)

Silikagel (Merck) (10x
fedény)

2 Dynal DNA Direct -

P(HEMA-CO-GMA)ox. | o || rvlovorus CCM 43807 -
| (2 mg/ml)

P(HEMA-co-GMA) ox.
Il (2 mg/ml)

Perovskit 439 -

DNA standard (100 bp) -

negativni kontrola -
Silikagel (Merck) (10x
fedény)

Ol 0 (N o b~

Dynal DNA Direct +

P(HEMA-co-GMA)ox. | o | amylovorus CCM 4380" -
I (2 mg/ml)

11 | P(HEMA<co-GMA) ox.
Il (2 mg/ml)
12 Perovskit 439 -
13 | DNA standard (100 bp)
14 |negativni kontrola -
- PCR produkt nebyl detekovan,
+ PCR produkt byl detekovan v malém mnoZstvi.

> Kvalita DNA kmene L. amylovorus CCM 4380" eluované z riiznych magnetickych
nosicl pfi rizné koncentraci PEG 6000 byla ovétena metodou PCR.
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Po amplifikaci 1 pl eluath byly ziskdny PCR produkty (250 bp) pfiblizné stejné
intenzity bez ohledu na magneticky nosic, s jehoz vyuzitim byla DNA separovana.

» PCR produkty pfislusnych supernatantli nebyly, az na vzorek v béhu ¢. 9, detekovany
(Obr. 25). PEG patii mezi inhibitory PCR. V supernatantech bylo pfitomno velké
mnozstvi PEG 6000, proto ve vétsiné vzorkt k amplifikaci DNA nedoslo.

5.14.3 1zolace DNA z hrubych lyzati bunék kmeni L. plantarum CCM 7039" a L. zeae
CCM 7069" s vyuzitim magnetickych nosi¢i

Izolace DNA pomoci magnetickych nosi¢t z hrubych lyzatd ptipravenych z5 ml
kultury bun¢k nafedénych na Agyp = 1,5 byla provedena i s dal§imi kmeny, L. plantarum
CCM 7039 a L. zeae CCM 7069". Postup se nelisil od izolace DNA kmene L. amylovorus
CCM 4380"v kapitole 5.14.1.

Izolovand DNA byla nanaSena na agarosovy gel (30 pl) a podrobena elektroforéze
(Obr. 26 a Tabulka 33; Obr. 27 a Tabulka 34).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15

Obr. 26: Agarosova gelova elektroforéza zndzornujici vliv sloZzeni magnetickych ¢astic na
mnoZstvi izolované DNA kmene L. plantarum CCM 7039"
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Tabulka 33: Schéma naneseni vzorkl na agarosovy gel pii studiu vlivu sloZzeni magnetickych
Castic na mnozstvi izolované DNA L.plantarum CCM 70397

< s PEG 6000 Koncentrace
Béh | Magneticka ¢astice/DNA (%) Kmen DNA DNA (ng/ul)

1 DNA +/- 50,0

2 DNA - Salmonella s * 1000

3 DNA P 250,0

4 DNA +++ 500,0

Silikagel (Merck)

5 (10x fedény) * 18,2

6 Dynal DNA Direct + 17,4
P(HEMA-co-GMA) ox.1 L. plantarum i

! (2 mg/ml) 8 CCM 70397 + 53

g | P(HEMA-GMA) ox. 11(2 o 86

mg/ml)
9 Perovskit 439 + 21,6
10 | DNA standard A/Hind 111 - - - -
Silikagel (Merck) i

1 (10x fedeny) i 3,5

12 Dynal DNA Direct + 27,8
P(HEMA-co-GMA) ox.1 L. plantarum i

13 (2 mg/ml) 16 CCM 70397 + 4.3
P(HEMA-co-GMA) ox.

14 11 (2 mg/ml) ¥ 13,7

15 Perovskit 439 + 10,3

+/-  DNA byla detekovana velmi slabé,

+ DNA byla detekovana v malém mnozZstvi,

++ DNA byla detekovana ve vétsim mnozstvi,
+++ DNA byla detekovéana ve velkém mnoZstvi.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Obr. 27: Agarosova gelova elektroforéza znazornujici vliv slozeni magnetickych ¢astic na
mnozstvi izolované DNA kmene L. zeae CCM 7069"
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Tabulka 34: Schéma naneseni vzorkl na agarosovy gel pii studiu vlivu sloZzeni magnetickych
&astic na mnoZstvi izolované DNA kmene L. zeae CCM 7069"

< s PEG 6000 Koncentrace
Béh | Magneticka castice/DNA (%) Kmen DNA DNA (ng/ul)
1 DNA +/- 50,0
2 DNA - Salmonella s ks 100.0
3 DNA P 250,0
4 DNA +++ 500,0
Silikagel (Merck)
5 (10x fedeny) " 135
6 Dynal DNA Direct + 10,4
P(HEMA-co-GMA) ox.1 (2 L. zeae CCM 3
! mg/ml) 8 70697 i 44
g P(HEMA-GMA) ox. Il .\ 15,0
(2 mg/ml)
9 Perovskit 439 - 3,9
Silikagel (Merck) 3
10 (10x fedény) + 100
11 Dynal DNA Direct + 20,9
P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 L. zeae CCM
12 +/- 8,5
mg/ml) L 7069"
13 P(HEMA-co-GMA) ox. Il i 3.4
(2 mg/ml)
14 Perovskit 439 - 2,3
15 DNA standard A/Hind 111 - - - -
- DNA nebyla detekovana,
+/-  DNA byla detekovana velmi slabg,
+ DNA byla detekovana v malém mnozstvi,

++ DNA byla detekovana ve vétsim mnoZstvi,
+++ DNA byla detekovéana ve velkém mnozstvi.

Agarosova gelova elektroforéza byla provedena i se supernatanty, které byly ziskany
po navazani DNA obou kmeni na magnetické ¢astice (Obr. 28 a Tabulka 35; Obr. 29 a
Tabulka 36) Na gel bylo nanaSeno 30ul supernatantu a 10 pl standardu A/Hind I1I.

1 2 3 45 6 789 10 11 12 1314 15

Obr. 28: Agarosova gelova elektroforéza se supernatanty po izolaci DNA kmene L.plantarum
CCM 7039" pomoci riiznych magnetickych nosict
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Tabulka 35: Schéma naneseni vzorkll supernatantii po izolaci DNA kmene L. plantarum
CCM 70397 magnetickou separaci na agarosovy gel

< s PEG 6000 Koncentrace
B&h | Magneticka ¢astice/DNA (%) Kmen DNA DNA (ng/ul)
1 DNA +/- 50,0
2 DNA - Salmonella s * 100,0
3 DNA P- =+ 250,0
4 DNA +++ 500,0
Silikagel (Merck)
S (10x fedény) o 16.4
6 Dynal DNA Direct ++ 17,4
P(HEMA-co-GMA) ox.1 L. plantarum
! (2 mg/ml) 8 CCM 70397 i 133
g | PHEMA-GMA)ox.1I . 311
(2 mg/ml)
9 Perovskit 439 + 16,5
10 | DNA standard A/Hind 111 - - - -
Silikagel (Merck)
1 (10x fedeny) ++ 34.9
12 Dynal DNA Direct + 18,2
P(HEMA-co-GMA) ox.1 L .plantarum
13 (2 mg/ml) 16 CCM 70397 i 392
14 | P(HEMA-co-GMA) ox. II . 129
(2 mg/ml)
15 Perovskit 439 + 10,0
+/-  DNA byla detekovana velmi slabé,
+ DNA byla detekovana v malém mnozZstvi,
++ DNA byla detekovana ve vétsim mnozstvi,
+++ DNA byla detekovéana ve velkém mnoZstvi.

1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 1415
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Obr. 29: Agarosova gelova elektroforéza se supernatanty po izolaci DNA kmene L. zeae
CCM 7069" pomoci riiznych magnetickych nosict
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Tabulka 36: Schéma naneseni vzorkd supernatantt po izolaci DNA kmene L. zeae CCM

7069" magnetickou separaci na agarosovy gel

< s PEG 6000 Koncentrace
Béh | Magneticka ¢astice/DNA (%) Kmen DNA DNA (ng/ul)
1 DNA +/- 50,0
2 DNA - Salmonella s * 100,0
3 DNA P- -+ 250,0
4 DNA +++ 500,0
Silikagel (Merck)
> (10x fedény) t 258
6 Dynal DNA Direct ++ 16,2
P(HEMA-co-GMA) ox.1 L. zeae CCM
! (2 mg/ml) 8 7069" o 152
P(HEMA-GMA) ox. II s 103
(2 mg/ml)
9 Perovskit 439 + 15,3
10 | DNA standard A/Hind 111 - - - -
Silikagel (Merck)
1 (10x fedény) ++ 118
12 Dynal DNA Direct + 11,3
P(HEMA-co-GMA) ox.1 L. zeae CCM
13 (2 mg/ml) 16 7069" o 122
14 | P(HEMA-co-GMA) ox. II N 259
(2 mg/ml)
15 Perovskit 439 + 10,3
+/-  DNA byla detekovana velmi slabé,
+ DNA byla detekovana v malém mnozstvi,

++ DNA byla detekovana ve vétSim mnoZstvi,
+++ DNA byla detekovéana ve velkém mnoZstvi.

> Bakterialni DNA obou kment, L. plantarum CCM 70397 i L. zeae CCM 7069", byla
izolovana pomoci vSech testovanych magnetickych nosi¢l. Koncentrace izolované
DNA kmene L. plantarum CCM 7039 se pohybovala v rozmezi 3,5 - 27,8 ng/ul,
koncentrace DNA kmene L. zeae CCM 7069" byla od 2,3 do 20, 9 ng/ul. Nejvyssi
koncentrace DNA bylo u obou kmenii dosazeno pomoci magnetického nosice Dynal
DNA Direct v prostiedi 16 % PEG 6000.

» V supernatantech byla DNA detekovana ve vSech vzorcich. Byla opét potvrzena lyze
bunck a pfitomnost dostate¢ného mnozstvi DNA v hrubych lyzatech bunék.

5.14.4 Ovéfeni kvality izolované DNA kmeni L. plantarum CCM 7039" a L. zeae CCM
7069" s vyuZitim magnetickych nosi¢i pomoci polymerasové fetézové reakce s primery
specifickymi pro rod Lactobacillus (PPP Master Mix)

Kvalita izolované DNA kmeni L. plantarum CCM 7039 a L. zeae CCM 7069 byla
ovéfena v PCR (Obr. 30 a Tabulka 37; Obr. 31 a Tabulka 38). Objemy jednotlivych
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komponent jsou uvedeny v Tabulce 9 v kapitole Metody. K reakci byl pouzit program LBC
ROD (Tabulka 6).

12 345 6 7 8 91011121314151617

250 bp

Obr. 30: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) znazornujici vliv pouzitych
magnetickych &astic a koncentrace PEG 6000 na citlivost PCR (L. plantarum CCM 7039")

Tabulka 37: Schéma naneseni PCR produktl na agarosovy gel pfi studiu citlivosti PCR
s pouzitim riznych magnetickych castic a koncentrace PEG 6000

Béh Magneticka castice/DNA PEC(;O /S )OOO Kmen PCR produkt

1 pozitivni kontrola 1 ng/ul +++
2 pozitivni kontrola 100 pg/ul . +++
3 pozitivni kontrola 10 pg/ul - Lactobacillus ++
4 pozitivni kontrola 1 pg/ul 3P +/-
5 pozitivni kontrola 100 fg/pl -

6 Silikagel (Merck) (10x fedény) +++
7 Dynal DNA Direct L plantarum +++
8 | P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 8 CfCM 20397 +++
9 | P(HEMA-co-GMA) ox. I1(2 mg/ml) +++
10 Perovskit 439 +++
11 | DNA standard (100 bp) - - -

12 Silikagel (Merck) (10x fedény) +++
13 Dynal DNA Direct - (*)
14 | P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 16 'Eg'&”;%g”g@ .
15 | P(HEMA-co-GMA) ox. 11(2 mg/ml) +++
16 Perovskit 439 +++
17 negativni kontrola - - -

- PCR produkt nebyl detekovan,

+/-  PCR produkt detekovan velmi slabé,

++ PCR produkt detekovéan ve vét§Sim mnozstvi,

+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi,

* PCR produkt byl prokazan ve velkém mnozstvi pti opakovani PCR (Obr. 36).
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Obr. 31: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti (250 bp) znazornujici vliv pouzitych
magnetickych ¢astic a koncentrace PEG 6000 na citlivost PCR (L. zeae CCM 7069" )

Tabulka 38: Schéma naneseni PCR produktl na agarosovy gel pfi studiu citlivosti PCR
S pouzitim riznych magnetickych Castic a koncentrace PEG 6000

PEG 6000

Béh Magneticka castice/DNA %) Kmen PCR produkt
1 pozitivni kontrola 1 ng/ul +++
2 ozitivni kontrola 100 pg/ul . +++
3 ppozitivni kontrola 10 Ifgg/:ll - Lactobacillus ++
4 pozitivni kontrola 1 pg/ul 3P +/-
5 pozitivni kontrola 100 fg/ul -
6 Silikagel (Merck) (10x fedény) +++
7 Dynal DNA Direct +++
8 | P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 8 L. zggzgcm Tt
9 | P(HEMA-co-GMA) ox. I1(2 mg/ml) +++
10 Perovskit 439 +++
11 | DNA standard (100 bp) - - -
12 Silikagel (Merck) (10x fedény) +++
13 Dynal DNA Direct +++
14 | P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 16 L ZggggcTCM 4+
15 | P(HEMA-co-GMA) ox. I1(2 mg/ml) +++
16 Perovskit 439 +++
17 |negativni kontrola - - -

- PCR produkt nebyl detekovan,

+/-  PCR produkt detekovan velmi slabé,

++ PCR produkt detekovéan ve vét§Sim mnozstvi,

+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi.

Stejna PCR reakce byla provedena i s piislusnymi supernatanty po izolaci DNA obou
vyse uvedenych kment.
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Obr. 32: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) piislusnych supernatantti po

7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17

izolaci DNA magnetickou separaci (L .plantarum CCM 7039")

250 bp

Tabulka 39: Schéma naneseni PCR produkti ptislusnych supernatanti na agarosovy gel

Béh Magneticka castice/DNA PEC(:}'J/S)OOO Kmen PCR produkt
1 pozitivni kontrola 1 ng/ul +++
2 ozitivni kontrola 100 pg/ul . +++
3 ppozitivni kontrola 10 Ifgg/:ll - Lactobacillus ++
4 pozitivni kontrola 1 pg/ul - +/-
5 pozitivni kontrola 100 fg/ul -
6 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
7 Dynal DNA Direct L. plantarum -
8 | P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 8 (iCM 20397 -
9 | P(HEMA-co-GMA) ox. I1(2 mg/ml) -
10 Perovskit 439 -
11 | DNA standard (100 bp) - - -
12 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
13 Dynal DNA Direct L olantarum -
14 | P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 16 c gM 039" -
15 | P(HEMA-co-GMA) ox. 11(2 mg/ml) -
16 Perovskit 439 -
17 |negativni kontrola - - -

- PCR produkt nebyl detekovan,

+/-  PCR produkt detekovan velmi slabg,

++ PCR produkt detekovéan ve vétsim mnozstvi,

+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnoZstvi.
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PCR, ktera byla provedena se supernatanty kmene L. zeae CCM 7069'(Obr. 33,
Tabulka 40), probihala souc¢asné s PCR supernatantti kmene L.plantarum CCM 7039" (Obr.
32, Tabulka 39). Proto nebyla opakované pouzita pozitivni kontrola.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Obr. 33: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktt (250 bp) piislusnych supernatantd po
izolaci DNA magnetickou separaci (L. zeae CCM 7069")

Tabulka 40: Schéma naneseni PCR produktt ptislusnych supernatantii na agarosovy gel

Béh Magnetické éastice/DNA PE((;O A)G)OOO Kmen PCR produkt

Silikagel (Merck) (10x fedény) -

Dynal DNA Direct -

P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 8 L. zeae CCM

4
P(HEMA-co-GMA) ox. [1(2 mg/ml) 7009 -

Perovskit 439 -

DNA standard (100 bp) - - -

Silikagel (Merck) (10x fedény) -

Dynal DNA Direct -

© [0 |INOO|OBWIN|F-

P(HEMA-co-GMA) ox. | (2 mg/ml) 16 L. Zgg% QCTCM

=
o

P(HEMA-co-GMA) ox. 11(2 mg/ml) -

=
=

Perovskit 439 -

[ERN
N

negativni kontrola - - -

PCR produkt nebyl detekovan.
Kvalita izolované DNA kmend L. plantarum CCM 7039" i L. zeae CCM 7069"
eluované zrtuznych magnetickych nosi¢t pii ruzné koncentraci PEG 6000 byla
oveétena metodou PCR. Po amplifikaci 1 pl eluath byly ziskany PCR produkty (250
bp) ptiblizn¢ stejné intenzity.
» PCR produkty pfislusnych supernatanti nebyly na agarosovém gelu detekovany
pravdépodobné¢ ze stejné¢ho divodu jako u PCR produktl supernatantii kmene
L. amylovorus CCM 4380" (kapitola 5.14.2).

Y
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5.15 Izolace DNA z hrubych lyzati realnych vzorki s vyuZitim magnetickych nosicia

Izolace DNA pomoci magnetickych nosi¢ti z hrubych lyzati realnych vzorka
probihala podle postupu popsané¢ho v kapitole Metody. K izolaci DNA bylo pouzito 5
riznych magnetickych castic jako pfi izolaci DNA z bakterialnich kultur. Paralelné probihala
izolace v8 a 16 % PEG 6000. Jednotlivé komponenty byly smichany v pomérech podle
Tabulky 4 uvedené v kapitole Metodly.

Jako realné vzorky byly pouzity jogurt Revital a jogurtové napoje Actimel a JihoCesky
zakys s ovocem (Zakys). Tyto realné vzorky jsou podrobné&ji popsany v kapitole 4.1.2.

Na agarosovy gel bylo nanaSeno 30 pl izolované DNA a byla provedena elektroforéza
(Obr. 34, Tabulka 41).
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Obr. 34: Agarosova gelova elektroforéza ukazujici vliv slozeni magnetickych cCastic na
mnozstvi izolované DNA z redlnych vzork
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Tabulka 41: Schéma naneseni vzorkl na agarosovy gel pii studiu vlivu slozeni magnetickych
¢astic na mnozstvi izolované DNA z redlnych vzorki

Béh Magneticka castice/DNA PE(GOZ ;) 00 Kms%lr{eelf Iny DNA DKIere(g'g?:S
1 DNA +/- 50,0
2 DNA + 100,0

- Salmonella sp.
3 DNA ++ 250,0
4 DNA +++ 500,0
5 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 8,3
6 Dynal DNA Direct - 7,1
7 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel - 3,0
8 P(HEMA-GMA) ox. I1(2 mg/ml) - -
9 Perovskit 439 - 3,2
10 DNA standard A/Hind 111 - - - -
11 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 9,9
12 Dynal DNA Direct - 27,9
13 P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 16 Actimel - 0,8
14 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 2,5
15 Perovskit 439 - 51
16 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 51
17 Dynal DNA Direct - 19,3
18 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Revital - 3,8
19 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 7,0
20 Perovskit 439 - 58
21 DNA +/- 50
22 DNA + 100
- Salmonella sp.

23 DNA ++ 250
24 DNA +++ 500
25 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 8,8
26 Dynal DNA Direct - 2,8
27 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Zakys - 4,6
28 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 2,5
29 Perovskit 439 - 7,5
30 DNA standard A/Hind 1l - -
31 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 19
32 Dynal DNA Direct - 16,7
33 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Zakys - 2,0
34 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 1,9
35 Perovskit 439 - 9,1
36 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 9,0
37 Dynal DNA Direct - 9,5
38 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Revital - 0,3
39 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 51
40 Perovskit 439 - 3,6

- DNA nebyla detekovana; +/- DNA detekovana velmi slab&; + DNA detekovana v malém mnozstvi; ++ DNA
detekovana ve vét§im mnozstvi; +++DNA detekovana ve velkém mnozstvi
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Agarosova gelova elektroforéza byla provedena i se supernatanty, které byly ziskany
po navazani DNA z realnych vzorkt na magnetické Castice (Obr. 35, Tabulka 42). Na gel
bylo nanaseno 30ul supernatantu a 10 pl standardu A/Hind I1I.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

g

-

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 3334 35 36 37 38 39 40

s e 2 A

Obr. 35: Agarosova gelova elektroforéza se supernatanty po izolaci DNA z realnych vzorkt
pomoci riznych magnetickych nosici
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Tabulka 42: Schéma naneseni vzorkll supernatanti po izolaci DNA redlnych vzorkt
magnetickou separaci na agarosovy gel

Béh Magneticka castice/DNA PE(GOZ ;) 00 Kmslzl(/)lr{eelf Iny DNA g;rfe(gtgr?:g
1 DNA +/- 50,0
2 DNA + 100,0

- Salmonella sp.
3 DNA ++ 250,0
4 DNA +++ 500,0
5 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 16,9
6 Dynal DNA Direct - 19,2
7 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel - 15,0
8 P(HEMA-GMA) ox. I1(2 mg/ml) - 10,8
9 Perovskit 439 - 13,2
10 DNA standard A/Hind 111 - - - -
11 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 15,4
12 Dynal DNA Direct - 17,1
13 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Actimel - 13,8
14 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 13,3
15 Perovskit 439 - 11,5
16 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 7,4
17 Dynal DNA Direct - 10,9
18 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Revital - 10,2
19 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 11,4
20 Perovskit 439 - 11,9
21 DNA +/- 50
22 DNA + 100
- Salmonella sp.

23 DNA ++ 250
24 DNA +++ 500
25 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 10,9
26 Dynal DNA Direct - 13,4
27 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Zakys - 11,7
28 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 12,9
29 Perovskit 439 - 16,7
30 DNA standard A/Hind 1l - -
31 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 15,3
32 Dynal DNA Direct - 17,3
33 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Zakys - 16,0
34 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 14,4
35 Perovskit 439 - 9,6
36 Silikagel (Merck) (10x fedény) - 12,0
37 Dynal DNA Direct - 13,3
38 P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 16 Revital - 13,0
39 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) - 12,0
40 Perovskit 439 - 10,4

- DNA nebyla detekovana; +/- DNA detekovana velmi slabé; + DNA detekovana v malém mnozstvi; ++ DNA
detekovana ve vét§im mnozstvi; +++DNA detekovana ve velkém mnozstvi
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» DNA izolovana zrealnych vzorki pomoci magnetickych nosi¢i nebyla na
agarosovém gelu po probéhnuti elektroforézy detekovatelnd. Nejvyssi koncentrace
DNA bylo dosazeno u vyrobku Actimel a Jiho¢esky zakys s ovocem Vv prostiedi 16 %
PEG 6000 a s vyuzitim magnetického nosi¢e Dynal DNA Direct. Tento nosi¢ se jevil
jako nejlepsi 1 v pfipadé vyrobku Revital. Nejvyssi koncentrace bylo ale dosazeno
Vv prostedi 8 % PEG 6000.

» V supernatantech také nebyla DNA na agarosovém gelu detekovana. Naméiené
koncentrace DNA v supernatantech byly vyssi nez v eluatech.

» Divodem, pro¢ nebyla DNA z realnych vzorki po elektroforéze detekovana, je ziejme
niz§i mnozstvi bakterii ve vyrobcich. Pfi izolaci z Cistych bakteridlnich kultur DNA
totiz detekovana byla.

5.16 Ovéreni kvality izolované DNA z realnych vzorki s vyuZzitim magnetickych nosica
pomoci polymerasové Fetézové reakce s primery specifickymi pro rod Lactobacillus
(PPP Master Mix)

Kvalita DNA izolované z realnych vzorki byla ovétena v PCR (Obr. 36, Tabulka 43).
Objemy jednotlivych komponent jsou uvedeny v Tabulce 9 v kapitole Metody.
K reakci byl pouzit program LBC ROD (Tabulka. 6).
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Obr. 36: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktt (250 bp) ukazujici vliv pouzitych
magnetickych ¢astic a koncentrace PEG 6000 na citlivost PCR
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Tabulka 43: Schéma naneseni PCR produktd na agarosovy gel pii studiu citlivosti PCR
s pouzitim rtiznych magnetickych Castic a koncentrace PEG 6000

Béh Magneticka castice/DNA PE(GOZ ;) 00 Kmen/Realny vzorek er;CdSkt
1 pozitivni kontrola 1 ng/ul +++
2 pozitivni kontrola 100 pg/ul +++
3 pozitivni kontrola 10 pg/ul ) Lactobacillus sp. ++
4 pozitivni kontrola 1 pg/ul +/-
5 pozitivni kontrola 100 fg/ul -
6 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
7 Dynal DNA Direct -
8 P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 8 Zakys -
9 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
10 Perovskit 439 -
11 DNA standard (100 bp) - - -
12 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
13 Dynal DNA Direct -
14 P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 16 Zakys -
15 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
16 Perovskit 439 -
17 Silikagel (Merck) (10x fedény) +
18 Dynal DNA Direct 8 Revital +
19 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) -
20 negativni kontrola - - -
21 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) . +

- 8 Revital
22 Perovskit 439 +
23 Silikagel (Merck) (10x fedény) +
24 Dynal DNA Direct +
25 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Revital +/-
26 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
27 Perovskit 439 +
28 Silikagel (Merck) (10x fedény) +
29 Dynal DNA Direct ++
30 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel +
31 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
32 Perovskit 439 +
33 DNA standard (100 bp) - - -
34 Silikagel (Merck) (10x fedény) +
35 Dynal DNA Direct ++
36 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Actimel ++
37 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
38 Perovskit 439 ++
39 negativni kontrola - - -
40 Dynal DNA Direct 16 L.plantarum CCM 7039" +++

- PCR produkt nebyl detekovana; +/- PCR produkt detekovan velmi slabé; + PCR produkt detekovan v malém
mnozstvi; ++ PCR produkt detekovan ve vétsim mnozstvi; +++PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi
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PCR reakce byla provedena i s prislusnymi supernatanty po izolaci DNA z realnych
vzorkd (Obr. 37, Tabulka 44).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

250 bp

Obr. 37: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii (250 bp) supernatantii po izolaci
DNA z realnych vzorkii magnetickou separaci
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Tabulka 44: Schéma naneseni PCR produktti supernatantti po izolaci DNA z realnych vzorkt
magnetickou separaci na agarosovy gel

Béh Magneticka ¢astice/DNA PE(GOZ ;) 00 Kmen/Realny vzorek pli)gskt
1 pozitivni kontrola 100 pg/ul +++
2 pozitivni kontrola 10 pg/ul ) ++ ++
3 pozitivni kontrola 1 pg/ul +/-
4 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
5 Dynal DNA Direct -
6 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Zakys -
7 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
8 Perovskit 439 -
9 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
10 Dynal DNA Direct -
11 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Zakys -
12 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
13 Perovskit 439 -
14 DNA standard (100 bp) - - -
15 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
16 Dynal DNA Direct -
17 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Revital -
18 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
19 Perovskit 439 -
20 negativni kontrola - - -
21 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
22 Dynal DNA Direct . -

Revital
23 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 -
24 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
25 Perovskit 439 -
26 DNA standard (100 bp) -
27 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
28 Dynal DNA Direct -
29 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel -
30 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
31 Perovskit 439 -
32 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
33 Dynal DNA Direct -
34 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Actimel -
35 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
36 Perovskit 439 -
37 negativni kontrola - - -

- PCR produkt nebyl detekovan,

+/-  PCR produkt detekovan velmi slabé,

++ PCR produkt detekovan ve vEétSim mnozstvi,
+++  PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi.
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» lzolovana DNA byla amplifikovana v PCR. Intenzivni PCR produkty byly
detekovany po amplifikaci DNA izolované z vyrobku Actimel pomoci vSech
magnetickych nosict v prostfedi 16 % PEG 6000 a 2 M NacCl. V prostfedi 8 %
PEG 6000 byly PCR produkty také detekovany. Pozitivnich vysledki bylo
dosazeno 1 v ptipadé€ vyrobku Revital. Po amplifikaci DNA, kterd byla izolovana
z vyrobku JihoCesky zékys, nebyl detekovan PCR produkt. Mnozstvi DNA
nebylo zfeymé dostatecné pro amplifikaci v PCR. JihoCesky zakys ma
deklarovany obsah pouze jednoho druhu rodu Lactobacillus ve srovnani
s dalSima dvéma vyrobky.

» V supernatantech nebyl detekovan zadny PCR produkt. Jak jiz bylo zminéno,
PEG 6000 je inhibitorem PCR.

5.17 Ovéreni kvality izolované DNA z realnych vzorki s vyuzitim magnetickych nosica
pomoci polymerasové Fetézové reakce s primery specifickymi pro rod Lactobacillus
(PPP Master Mix), kdy objem DNA v PCR smési byl zvySen z 1ul na Spl

Protoze v ptedchozi PCR nebyly nékteré z PCR produkti detekovany, bylo zvySeno
mnozstvi DNA v PCR smési z 1 na 5 pl. Toto zvySeni bylo na ukor PCR vody, celkovy
objem PCR smési (25 ul) byl tedy zachovan. Agarosovy gel s PCR produkty po elektroforéze
je na Obr. 38. Schéma naneseni PCR produktii na gel je uvedeno v Tabulce 45.
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Obr. 38: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti (250 bp) ukazujici vliv pouzitych
magnetickych ¢astic a koncentrace PEG 6000 na citlivost PCR
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Tabulka 45: Schéma naneseni PCR produktd na agarosovy gel pii studiu citlivosti PCR
s pouzitim rtiznych magnetickych castic a koncentrace PEG 6000

Béh Magneticka ¢astice/DNA PE(GOZ ;) 00 Kmen/Realny vzorek pli)gskt
1 pozitivni kontrola 1 ng/ul +++
2 pozitivni kontrola 100 pg/ul +++
3 pozitivni kontrola 10 pg/ul i Lactobacillus sp. ++
4 pozitivni kontrola 1 pg/ul +/-
5 pozitivni kontrola 100 fg/ul -
6 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
7 Dynal DNA Direct -
8 P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 8 Zakys -
9 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
10 Perovskit 439 -
11 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
12 Dynal DNA Direct -
13 P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 16 Zakys -
14 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
15 Perovskit 439 -
16 DNA standard (100 bp) - - -
17 Silikagel (Merck) (10x fedény) ++
18 Dynal DNA Direct 8 Revital -
19 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) +
20 negativni kontrola - - -
21 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) . +/-

- 8 Revital
22 Perovskit 439 -
23 Silikagel (Merck) (10x fedény) +/-
24 Dynal DNA Direct -
25 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Revital +/-
26 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
27 Perovskit 439 -
28 DNA standard (100 bp) - - -
29 Silikagel (Merck) (10x fedény) +
30 Dynal DNA Direct -
31 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel +
32 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
33 Perovskit 439 +
34 Silikagel (Merck) (10x fedény) ++
35 Dynal DNA Direct +
36 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Actimel ++
37 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
38 Perovskit 439 ++
39 negativni kontrola - - -

- PCR produkt nebyl detekovana; +/- PCR produkt detekovan velmi slab&; + PCR produkt detekovan v malém
mnozstvi; ++ PCR produkt detekovan ve vétsim mnozstvi; +++PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi
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» ZvySenim objemu DNA z 1 na 5 pul v PCR smési bylo dosazeno pfiblizn¢ stejnych
vysledkti jako v pfedchozi PCR. V piipadé¢ vyrobku JihoCesky zakys opét nebyl
detekovan zadny PCR produkt. Mnozstvi DNA nebylo ziejmé ani po tomto zvySeni
dostatecné pro amplifikaci v PCR.

5.18 Ovéreni kvality a kvantifikace DNA izolované zreilnych vzorki s vyuZitim
magnetickych nosi¢ii pomoci Real Time PCR s primery specifickymi pro rod
Lactobacillus

Objemy jednotlivych PCR komponent jsou uvedeny v Tabulce 10 v kapitole Metody.
K reakci byl pouzit program qLBC ROD (Tabulka 11). Byly ziskany kfivky zavislosti
fluorescence na poctu cyklli (Obr. 39). V Tabulce 46 jsou vypoctené koncentrace DNA
V jednotlivych vzorcich.
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Obrazek 39: Zavislost fluorescence na poctu cykli v qPCR
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Tabulka 46: Barevné oznaceni kiivky zavislosti fluorescence na poctu cyklia v gPCR, Ct
a vypoctena koncentrace DNA ve vzorku. Amplifikovana byla DNA izolovana z hrubého
lyzatu bun¢k mléénych vyrobkil v prostiedi 8% a 16% PEG.

Er"’l‘sl’f; Magnetickd Sastice/DNA PE(GOZ;)OO DNA z v§robku ct g&’:iﬂgj‘:ﬁ

—. Silikagel (Merck) (10x fedény) 27,70 0,0006

B Dynal DNA Direct 30,63 0,0001

P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel 29,21 0,0002

P(HEMA-co-GMA) ox. 11 (2 mg/ml) 27,41 0,0007

Perovskit 439 27,07 0,0010

—. Silikagel (Merck) (10x fedény) 27,34 0,0008
—. Dynal DNA Direct - -

P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Actimel 32,55 0,0000

P(HEMA-co-GMA) ox. 11 (2 mg/ml) 27,98 0,0005

Perovskit 439 25,64 0,0028

Silikagel (Merck) (10x fedény) 26,27 0,0017

Dynal DNA Direct 27,88 0,0005

P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Revital 28,64 0,0003

P(HEMA-co-GMA) ox. 11 (2 mg/ml) 30,49 0,0001

Perovskit 439 33,01 0,0000

—. Silikagel (Merck) (10x fedény) 27,69 0,0006

Dynal DNA Direct ) 33,12 0,0000

P(HEMA-co-GMA) ox.| 2 mg/ml) | Revital 26,57 0,0014

P(HEMA-co-GMA) ox. 11 (2 mg/ml) 26,91 0,0011

Perovskit 439 29,31 0,0002

—. Silikagel (Merck) (10x fedény) 29,92 0,0001

—. Dynal DNA Direct 30,49 0,0001

P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 8 Zakys 26,31 0,0017

P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) 26,63 0,0013

Perovskit 439 28,74 0,0003

—. Silikagel (Merck) (10x fedény) 28,48 0,0003
—. Dynal DNA Direct - .

—. P(HEMA-co-GMA) ox.I (2 mg/ml) 16 Zakys 26,79 0,0012

P(HEMA-co-GMA) ox. 11 (2 mg/ml) 24,89 0,0049

Perovskit 439 21,44 0,0659

pozitivni kontrola 100 fg/ul 28,50 0,0003

pozitivni kontrola 1 pg/ul 27,93 0,0005

pozitivni kontrola 10 pg/ul - Lactobacillus sp. 25,36 0,0035

B pozitivni kontrola 100 pg/ul 21,63 0,0568

—. pozitivni kontrola 1 ng/ul 16,31 3,0847

B negativni kontrola 30,41 0,0001
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Byla provedena agarosova gelova elektroforéza PCR produktt ziskanych v gPCR na
1,8 % agarosovém gelu (Obr. 40, Tabulka 47).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 1718 19
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Obr. 40: Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych qPCR produkti (250 bp).
Amplifikovana byla DNA izolovana z realnych vzorkd.
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Tabulka 47: Schéma naneseni qPCR produktii (250 bp) na agarosovy gel

Béh Magneticka ¢astice/DNA PE?(y(z ;) 00 Vzorek/Kmen pli)%ﬁkt
1 Silikagel (Merck) (10x fedény) +
2 Dynal DNA Direct -
3 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Actimel +
4 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
5 Perovskit 439 +++
6 Silikagel (Merck) (10x fedény) ++
7 Dynal DNA Direct -

8 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Actimel -
9 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) ++
10 Perovskit 439 ++
11 Silikagel (Merck) (10x fedény) +-
12 Dynal DNA Direct +++
13 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 3 Revital +
14 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) -
15 Perosvkit 439 -
16 Silikagel (Merck) (10x fedény) +/-
17 Dynal DNA Direct 16 Revital -
18 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) +/-
19 DNA standard (100 bp) - - -
20 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) . +

. 16 Revital

21 Perovskit 439 +
22 Silikagel (Merck) (10x fedény) -
23 Dynal DNA Direct -
24 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 8 Zakys +
25 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
26 Perovskit 439 -
27 Silikagel (Merck) (10x fedény) ++
28 Dynal DNA Direct -
29 P(HEMA-co-GMA) ox.l (2 mg/ml) 16 Zakys +++
30 P(HEMA-co-GMA) ox. Il (2 mg/ml) +
31 Perovskit 439 -
32 pozitivni kontrola 100 fg/ul +
33 pozitivni kontrola 1 pg/ul ++
34 pozitivni kontrola 10 pg/ul - Lactobacillus sp. +++
35 pozitivni kontrola 100 pg/ul ++++
36 pozitivni kontrola 1 ng/ul ++++
37 negativni kontrola - - +/-*
38 DNA standard (100 bp) - - -

* Pravdépodobné doslo k preliti PCR produktu ze sousedniho vzorku

- PCR produkt nebyl detekovan; +/- PCR produkt detekovan velmi slabé; + PCR produkt detekovan v malém
mnozstvi; ++ PCR produkt detekovan ve vétsim mnozstvi; +++PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi;
++++ PCR produkt detekovan ve velmi velkém mnozstvi

85




86

» Byly ziskany kiivky zévislosti fluorescence na poctu cykli, kde se potvrdilo, Ze
nejvyssi koncentrace DNA byla v pozitivni kontrole 1 ng/ul, protoze v tomto vzorku
byl fluorescencni signal detekovan pii nejnizsi hodnoté Ct = 16,3. VéEtSina ostatnich
vzorkli DNA méla hodnotu Ct ptiblizné v rozmezi 25-33.

» Pii agarosové gelové elektroforéze byly PCR produkty detekovany v souladu
S fluorometrickou detekci. U vzorki DNA, které po amplifikaci nedavaly na gelu
detekovatelné PCR produkty, nebyla vypoctena zadna koncentrace DNA nebo byla
koncentrace DNA velmi nizka.

» Kvantitativni Real Time PCR byla ovétena pritomnost DNA rodu Lactobacillus i ve
vyrobku Jihocesky zékys. V klasické PCR nebyla amplifikace této DNA detekovana.



VI. ZAVER

Byl ovéfen postup izolace bakterialni DNA z hrubych lyzati bakteridlnich kultur

sbirkovych probiotickych kment, L. amylovorus CCM 4380, L. zeae CCM 7069 T,
L. plantarum CCM 7039", jak fenolovou extrakci tak 1 vysolovanim chloridem sodnym.
Fenolovou extrakei bylo ziskdno pfiblizn€ dvojnasobné az trojnasobné mnozstvi DNA nez
vysolovanim chloridem sodnym. Optimélni koncentrace chloridu sodného pro izolaci DNA
byla 0,55 - 1,65 M. Obéma metodami byla izolovana DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR.

V piipad¢ izolace bakterialni DNA z hrubych lyzati vyse uvedenych bakterialnich
kultur probiotickych kmend s vyuzitim riznych magnetickych nosi¢ii bylo ziskdno mensi
mnozstvi DNA nez v pfipad€ fenolové extrakce a vysolovani chloridem sodnym. DNA byla
sice ziskana v menSim mnozstvi, ale v kvalit¢ vhodné pro PCR, pomoci vSech péti druhi
testovanych magnetickych ¢astic. Nejvyssi koncentrace izolované DNA bylo dosaZzeno
magnetickou separaci pii pouziti magnetického nosic¢e Dynal DNA Direct.

Magneticka separace DNA s vyuzitim stejnych magnetickych mikroc¢éstic byla pouzita
I k izolaci DNA z fermentovanych mléénych vyrobkd. Kvalita izolované DNA byla ovétena
pomoci klasické PCR; PCR produkty rozdilné intenzity byly detekovany u dvou mlécnych
vyrobkl, a to Actimel a Revital. Po prob¢hnuti kvantitativni Real Time PCR byly PCR
produkty detekovany i u tfetiho vyrobku, Jihoceského zakysu.

Zavérem lze konstatovat, ze vSechny tfi metody izolace DNA jsou vhodné pro izolaci
DNA z bakterialnich kultur pro PCR. Metoda magnetické separace DNA je vhodnou metodou
pro izolaci DNA z mléénych vyrobku v kvalité vhodné pro PCR.
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SEZNAM ZKRATEK

Asoo
CFU
Ct
dNTPs
dATP
dCTP
dGTP
dTTP

dsDNA
GMA
HEMA
HL

19G
PCR
PEG
PTS
P(HEMA-co-GMA)
PMMA
P-p-gal
gPCR
rRNA
SDS

absorbance o vlnové délce 600 nm

colony forming unit (kolonie tvofici jednotku)

hodnota prahového cyklu
2’-deoxyribonukleosid-5"-trifosfaty
2’-deoxyadenosin-5"-trifosfat
2’-deoxycytidin-5"-trifosfat
2’-deoxyguanosin-5’-trifosfat
2’-deoxythymidin-5’-trifosfat

dvoufetézcova deoxyribonukleova kyselina

glycidyl methakrylatu

2-hydroxyethyl methakrylatu

hruby lyzéat bunck

imunoglobulin G

polymerasova fetézova reakce

poly(ethylenglykol)

fosfoenolpyruvat-dependentni fosfotransferasovy systém
poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat)
poly(methyl methakrylat)

fosfo- B-D-galaktosidasa

kvantitativni polymerasova fetézova reakce v redlném case
ribosomova ribonukleova kyselina

dodecylsulfat sodny
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