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ABSTRAKT

Izolace deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je velmi diilezitym krokem v molekuldrni diagnostice
mikroorganismt. Pro amplifikaci DNA polymerdazovou fetézovou reakci (PCR) je nezbytnd
vysoka kvalita izolované DNA. Izolace DNA pomoci konven¢ni fenol-chloroformové extrakce a
srazeni DNA ethanolem je Casové narocnd a vyzaduje pouZiti toxického fenolu. Magnetické
separacni techniky vyuzivajici magnetické pevné Castice jsou jednou z modernich metod, které
urychluji izolaci nukleovych kyselin. Cilem této prace bylo ovéfit pouziti dvou rtiznych typu
magnetickych Castic pro extrakci DNA na pevné fazi. Mnozstvi DNA v separa¢ni smési bylo
meéfeno za pouziti ultrafialové spektrofotometrie (UV). Metoda byla testovana nejprve na DNA z
kutecich erytrocytl. Pro adsorpci DNA na magnetické ¢astice byl pouzit fosfatovy pufr (pH 7, 7,6
a 8). Ukdzalo se, Ze piiblizn¢ polovina DNA byla adsorbovana na ¢astice. Elu¢ni podminky DNA
byly také optimalizovany. Poté byla testovdna bakteridlni DNA a metoda pouzita k izolaci
z redlnych vzorku potravinovych doplitkkai stravy. Tato DNA eluovand z ¢astic byla v kvalité pro
PCR.

VysokorozliSovaci analyza kiivek tdni (HRM) je jednoduchd a levnd metoda, pouZivdna pro
diskriminaci amplikonl po polymerdzové feté¢zové reakci (PCR) v redlném cCase. V této préci byla
testovina HRM-PCR pro rychlou identifikaci kmena patiicich do skupiny Lactobacillus. Byly
pouzity tfi rizné metody izolace DNA: fenolova extrakce, separace pomoci magnetickych Castic
a izolace pomoci komer¢niho kitu. K amplifikaci genu 16S rRNA bylo testovano 10 part primera
pro cilové genové fragmenty (LAC1 - LAC2, LAC2 - LAC4, P1V1 - P2V1, Gro F - GroR, 3BA -
338f - Primer 1, VIF - VIR, CHAU - V3F - CHAU - V3R, CHAU - V6F - CHAU - V6R,
poxcDNAFw - poxPromRVC, poxcDNAFw - poxPromRVT). Pouzitim part primerd GroF/R a
LAC2/4 byly uspesné identifikovany druhy pattici do rodu Lactobacillus. Byly zjistény rozdily

mezi pouzitymi metodami extrakce z kiivek tini HRM — PCR analyz.
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PREHLED RESENE PROBLEMATIKY
1.1 PROBIOTICKE BAKTERIE MLECNEHO KVASENI

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) jsou heterogenni skupinou mikroorganismii, které mohou
fermentovat rizné Ziviny, v prvni fad¢ na kyselinu mlé¢nou. Jednd se pfedev§im o nesporulujici,
grampozitivni anaerobni bakterie, které jsou tolerantni vic¢i kyselindm [1]. V tabulce €. 1 jsou
uvedeny nékteré ze znamych druhli probiotickych bakterii [2]. Biochemicky BMK dé€lime na
homofermentativni a heterofermentativni. V prvnim pifipad¢ dochézi ke vzniku kyseliny mlécné,
zatimco v druhém piipadé dochéazi ke vzniku riznych vedlejSich produkti kvaseni, kterymi jsou
kyselina octovd, ethanol, oxid uhli¢ity a kyselina mravenci [1]. Prvni a nejvétsi skupina slozena z
bakterii mlééného kvaseni obsahuje rody Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus a Bifidobacterium. Druha skupina baktérii zahrnuje rody Bacillus a

kvasinky Saccharomyces [2].

2 GENOM A GENY PROBIOTICKYCH BAKTERII

Prvni dplny genom skupiny BMK byl publikovan roku 2001, jednalo se o Lactococcus lactis
subsp. lactis 1L1403 [3]. Genom byl o velikosti 2,4 Mb a odhalil fadu neocekavanych poznatki:
biosyntetické drahy pro vSech 20 aminokyselin, i kdyZ ne vSechny funk¢ni, dplnou sadu genli pro
pozdni kompetenci zodpovidajici za pifjem cizorodé DNA a jejich pfipadnou rekombinaci, pét
kompletnich profagii a castecné sloZky pro aerobni metabolismus. Vzhledem k tomu, Ze nékteré z
téchto systéml nejsou funkéni nebo Uplné, genomova analyza rodu Lactococcus naznacuje
evolucni trend smérem k minimalizaci chromozomu a eliminaci zbyteénych systémi b&hem
adaptace na nutri¢né sloZzité prostiedi [4].

Program zaméfeny na rozsihlé sekvenovani genoml nepatogennich BMK byl v roce 2002
zapocat konsorciem pro sekvenovani BMK, ke skute¢nému prilomu vSak doslo v letech 2005 a
2006. BMK maji pomérné¢ malé genomy, charakteristickd velikost genomu je okolo 2 Mb s
pfiblizné 2000 geny, pficemZ pocet gend se pohybuje u riznych druhti v rozmezi od 1600 do 3000.
Tato variace v poctu genl naznacuje, ze vyvoj BMK zahrnuje aktivni procesy ztrity genu,
duplikace a zisk delSich genli. Soucasnd sbirka genomii BMK je jedine¢nd datovd sada, kterd
zahrnuje nékolik ptibuznych genomt se stoupajici mirou rozliSnosti v sekvencich a genomovych

organizacich [5].



2.1 GENY PRO ODOLNOST VUCI ZLUCOVYM SOLIM A KYSELEMU
PROSTREDI

Pro vyuZziti by probiotika méla byt schopna piezit v extrémné kyselych podminkach zaludku a
detergenénich vlastnosti Zlu¢ovych kyselin v tenkém stievé. Zlu¢ové kyseliny jsou amfipatické
molekuly, které jsou syntetizovany z cholesterolu a hraji dtileZitou roli pfi trdveni tuka a absorpci
vitaminl rozpustnych v tucich. Koncentrace zlu¢ovych kyselin se pohybuje v rozmezi 0,2 az 2% v
tenkém stievé ¢lovéka a kolisd na zdkladé mnoZstvi tuku ve stravé [6]. Zluéové kyseliny maji
silnou antimikrobidlni dc¢innost, zplsobuji poSkozeni bunék naruSenim membrany a bunécné
stény. Bsh patii do choloylglycinové rodiny proteinti, které jsou klasifikovany jako N-termindlni
nukleofilni hydroldzy s N-termindlnim cysteinovym zbytkem. Zlu¢ové kyseliny jsou konjugéty n-
acylamidu bud’ s glycinem nebo taurinem, syntetizovany z cholesterolu v jatrech a vyluCovany do
tenkého stieva [7]. Mechanismy rezistence gramnegativnich bakterii jsou pomémné dobie popsany
[6]. Tyto mechanismy zahrnuji ochranu vnéj$i membréany a vyuziti efluxnich pump k vyluCovani
zlucovych soli, které vstupuji do buniky. Mechanismy rezistence grampozitivnich organismi, které

jsou obecné mén¢ odolné vii€i Zluci nez gramnegativni bakterie, jsou mén¢ znamy [8].

Byla charakterizovadna fada probiotik s hydroldzou zlu¢ovych soli (bsh, bile salt hydrolase). Bsh
je enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu peptidové vazby soli ZluCovych kyselin. Tolerance
k n¢kterym Zlucovym solim je pravdépodobné zpiisobena pfitomnosti bsh a transportnich proteint,
které jsou navzdjem funkCén€ propojené, aby reagovaly na stres ze ZluCovych soli [9]. Bsh

usnadiiuje kolonizaci stfev prostfednictvim rezistence na konjugované Zlucové soli.

2.1.1 Konjugovana kyselina linoleova

Schopnosti stfevnich baktérii je produkce zdravi prospésnych bioaktivnich mastnych kyselin
jako je konjugovana kyselina linolovd (CLA). CLA zahrnuje skupinu pozi¢nich a geometrickych
izomera kyseliny linolové s konjugovanymi dvojnymi vazbami. CLA je spojeno s mnoZstvim
lokalnich a systémovych zdravotnich G¢inkt in vitro a in vivo [10]. Tyto zdravotni G¢inky zahrnuji
pusobeni antikarcinogenni, proti vzniku ateroskler6zy, antidiabetické a proti obezité. Specifické
izomery CLA, jako jsou c9, t11-CLA, t10 a c12-CLA maji specifické fyziologické vlastnosti, kde
hraje c9 a t11-CLA nejduleZitéjsi ulohu v antikarcinogennich dcincich, zatimco t10 a c12-CLA ma
prevladajici vliv na fizeni hmotnosti a prevenci aterogenese [11].

CLA izomery se piirozené vyskytuji v mase preZvykavci a riznych mlécnych potravin
pochézejicich z pirezvykavci jako vedlejsi slozky lipidové frakce. CLA se vytvareji jako
meziprodukty béhem biohydrogenace kyseliny linolové na kyselinu stearovou anaerobnimi
bakteriemi v bachoru. Kompletni biohydrogenace kyseliny linolové anaerobni bakterii bachoru

(jako je Butyrivibrio fibrisolvens) je vicestupniovy proces [12].



2.1.2 Geny kodujici enzymy dekarboxylazy

BMK mohou metabolizovat aminokyseliny na slouceniny obsahujici amin, oznacované jako
biogenni aminy (BA). Konzumace potravin obsahujicich velké mnoZstvi téchto amind, mize mit
toxické ndsledky. Potraviny, které pravdépodobné obsahuji vysoké limity BA, jsou ryby, rybi
produkty, fermentované potraviny (maso, mlécné vyrobky a zelenina) a ndpoje (vino, cider a pivo).
V posledni dobé byly u BMK identifikovany geny rtiznych metabolickych cest, které produkuji
BA. Tyto cesty se zdaji byt vice zdvislé na kmeni neZ na druhu, coZ naznacuje, Ze horizontalni
prenos genll miiZze vést k uspésnému rozdéleni BMK [13]. Tvorba BA vyZaduje expresi alesponi
dvou gend, jeden kédujici dekarboxyldzu a druhy transportér podilejici se na vymeéné
aminokyselin za aminy. Tyto geny jsou vZdy spojeny a v mnoha piipadech jsou organizovany do

klastru se tfetim genem zapojenym do regulace [14].

2.1.3 Oblasti genti pro identifikaci BMK

Klasické mikrobiologické metody ve vétSin¢ ptipada dobte funguji, existuji vSak nékteré blizce
piibuzné druhy, napiiklad cleny skupiny Lactobacillus casei, které je tradicnimi
mikrobiologickymi metodami velmi obtizné nebo nemozné identifikovat z davodu jejich
podobnych fyziologickych vlastnosti a nutricnich pozadavkt [15]. Molekuldrni biologické
techniky nabizeji nové moznosti pro analyzu struktury a sloZeni druhti mikrobidlnich spolecenstev.
Zejména byla pouzita variace sekvence v rRNA pro odvozeni fylogenetickych vztahi mezi
mikroorganismy a pro navrhovani specifickych nukleotidovych sond k detekci jednotlivych
mikrobidlnich taxonl v pfirodnich stanovistich. Taxonomie BMK na zdkladé srovnavaci sekven¢ni
analyzy 16S ribosomdlni RNA (rRNA) ukdazala, Ze nckteré taxony generované na zakladé
fenotypovych vlastnosti neodpovidaji jejich fylogenetickym vztahim. Molekuldrni techniky,
zejména metody zalozené na polymerdzové fetézové reakci, jsou povazovany za dulezité pro
specifickou charakterizaci a detekci kmenit BMK [16].

Odborné studie ukazuji, Ze DNA sekvence mezi 16S a 23S geny laktobacili jsou
hypervariabilni. Tyto oblasti mezi geny maji délku piiblizn¢ 200 bazi, pokud chybi tRNA geny.
Distribu¢ni sekvence 16S-23S laktobacilii jsou dostatecné specifické pro odvozeni primert pro
PCR, které mohou byt pouzity k identifikaci druhi Lactobacillus [17].

Bakteridlni 16S rRNA geny obsahuji devét hypervariabilnich oblasti (V1-V9), které vykazuji
znacnou sekvenéni rozmanitost mezi riznymi bakteriemi. Druhé specifické sekvence v dané
hypervariabilni oblasti piedstavuji uzitecné cile pro diagnostické testy a dalsi védecka vySetieni.
Z4dn4 oblast nemiaZe rozlisit vechny bakterie, proto jsou potieba systematické studie srovnavajici
relativni vyhodu kazdé oblasti pro specifické diagnostické cile [18].

Byla identifikovdna mald hypervariabilni oblast uvniti genu groEL u rodu Lactobacillus. Gen
kéduje 60-kDa skupinu I chaperonu GrolEL, kterd vykazuje vysokou konzervovanost sekvenci

v

napiic¢ druhy [19].



3 MAGNETICKE NOSICE

V soucasné dobé¢ predstavuji magnetické castice pomérné jednoduchou a rychlou cestu separace
bakteridlnich bunék a jejich komponent z riznych typt vzorkli. Magnetické Castice a magnetické
nosice enkapsulované s bioaktivnimi latkami jako jsou syntetické polymery a oxid kfemicity, byly
pouZzity v oblastech biotechnologii s vynikajicimi vysledky [20]. Paramagnetické vlastnosti téchto
¢astic umoznuji snadnou izolaci produktll v roztoku pomoci magnetismu vnéjStho magnetického
pole. Suspendované magnetické cCastice oznacené jako analyty mohou byt separoviny z
velkoobjemovych vzorkii pomoci magnetu. Izolace a purifikace pomoci magnetickych nosicu je

snadngj$i a rychlejsi neZ u jinych metod [21].

3.1 STRUKTURA A VELIKOST MAGNETICKYCH NOSICU

Magnetické polymerni nosie se obvykle sklddaji z magnetického jadra a polymerniho plasté
(obr. 4), ktery chrani pfed agregaci Castic a nespecifickou vazbou na buiiky [22].

Kompozice, velikost, morfologie a povrchovd vrstva magnetickych nosi¢ii muze byt
pfizplsobena riznym aplikacim, které ovliviuji chovani nosic¢i in vivo a zlepSuji magnetické
vlastnosti. Usp&sna aplikace magnetickych nosi¢i v biomedicinské oblasti souvisi s magnetickymi
vlastnostmi (musi byt fizeny vné&jSim magnetickym polem), jejich rozptylem a stupném agregace.
Diky enkapsulaci magnetickych jader pomoci biokompatibilniho polymeru béhem nebo po

syntéze, se zvysuje stabilita ¢astic, zabranuje se tvorb¢ agregatt [23].

™

¥

Ve
.

Magnetické jadro

Biokompatibilni vrstva

Organické raménko

Funkéni molekula *

Obrdzek ¢. 4: ZjednoduSené schéma struktury magnetickych nosicu [24].



3.1.1 Jadro magnetickych nosici

Magnetické vlastnosti jadra silné zavisi na chemickém sloZeni, metodé syntézy a velikosti [25].
Magnetické jadro obsahuje malé magnetické nanocdstice se sttednim primérem typicky méné nez
30 nm. Magnetické jadro je dileZitou pocatecni sloZkou pfi piipravé magnetickych ¢astic. Mohou
byt rozdéleny do dvou skupin podle chovani v magnetickém poli: slabé (paramagnetické a
diamagnetické) a silné (feromagnetické). Superparamagnetické chovani muze byt popsano jako
kombinace paramagnetického a feromagnetického. Takové CcCastice nevykazuji magnetické

vlastnosti v neptitomnosti vn¢j$tho magnetického pole [26].

3.1.2 Povrchova vrstva magnetickych nosica

Povrchova modifikace magnetickych ¢éstic je nutna ze tiech divoda:

- stabilizuje koloidni disperzi,

- zajiSt'uje biokompatibilitu a zabranuje neZddoucim interakcim se slozkami média,

- usnadnuje ptipojeni funkcnich skupin nezbytnych pro aplikace zalozené na interakcich.

Koloidy modifikované riznymi chelatatnimi Cinidly s nizkou molekulovou hmotnosti maji
podstatn& vy33 stabilitu neZ konvenéné stabilizované magnetické nosice. Cinidla jsou navizana na
povrch ionty Fe (III) a Fe (IT) (nebo jinymi kovovymi ionty M (II) ve feritech) vystupujicimi jako
Lewisova kyselina, kterd je schopnd piijmout dalsi elektronovy par do svého volného vazebného
orbitalu. Prvni velkd skupina obsahuje latky majici jednu nebo vice karboxylovych skupin,
piipadné v kombinaci s OH, NH; nebo SH skupiny [27].

Povrchova vrstva Castic se pfipravuje z nékolika materidll, v€etné anorganickych i polymernich
materidli. Polymerni potahové materidly lze klasifikovat jako pifirodni a syntetické. Polymery na
bazi polyvinylpyrrolidonu (PVP), PLGA, PEG atd. jsou typickymi piiklady syntetickych
polymernich systému. Systémy ptirodnich polymera zahrnuji pouziti Zelatiny, dextranu, chitosanu,

pullulanu a dalSich [28].

3.2 VYSOKOROZLISOVACI ANALYZA KRIVEK TANI

VysokorozliSovaci analyza kiivek tdini HRM (high resolution melting) produkti PCR,
umoziuje identifikaci mikroorganismii, genotypizaci ¢i predsekvenacni skenovani amplifikacnich
produktl, analyzu genovych polymorfismti a mutaci, metylacni analyzu, kvantifikaci nebo muze
byt pouzita jako alternativa ke gelové elektroforéze produkti PCR [29]. Specifické produkty
HRM-PCR jsou generoviany pro urovani konformacnich rozdili pomoci uvolnéni
fluorescencniho barviva vazajici se na dvoufetézcovou DNA. Pozornost je zaméfend na vyvoj

pfesnych a levnych ndstroji pro HRM analyzu a novych fluorescenénich barviv [30].
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Prvnim krokem je amplifikace cilové oblasti pfed analyzou HRM. Pro sledovani ptfechodu
dvojtetézcové DNA na jednotfetézcovou DNA se pouZivaji interkala¢ni barviva [31]. Existuji rizné
typy interkalacnich barviv dsDNA mezi n¢ patii SYBR Green, LC Green PLUS, Eva Green,
SYTO9 a ResoLight. SYBR Green je nejbéznéjSim pouzivanym barvivem. Saturacni barviva,
jakymi jsou SYTO9 nebo LC Green, neinhibuji DNA polymerdzu i v pomérné vysokych
koncentracich, coz zajisti tplnéjsi interkalaci amplikonu.

HRM analyza zacind po samotné reakci PCR. Amplikon se postupné zahtiva z ptiblizn¢ 50° C
na zhruba 95° C, postupnd denaturace vyplyvajici z postupného zahtivani vytvaii charakteristicky
profil tani. Kdyz se dsDNA disociuje na jednotlivd vldkna, uvolni se interkala¢ni barvivo a
fluoreskuje na nizké urovni. Zmeéna fluorescence se vykresluje proti teploté a generuje kiivku tént,
ktera je charakteristickd pro amplikon. Teplota tdni (Tm) amplikonu je stanovena ze ziskaného
piku [32][33]. Vzhledem k tomu, Ze se denaturuji rizné sekvence, mohou byt mezi sebou lehce
rozliSitelné, viditelné a porovnatelné. Pfi spravném nastaveni je HRM dostatecné citlivd, aby bylo

mozné detekovat jednu zménu baze mezi jinak identickymi nukleotidovymi sekvencemi [33].

3.2.1 PouZiti HRM-PCR analyzy

HRM-PCR je jednoducha, rychld, levna a vykonnd metoda. Jedna se o nedestruktivni metodu
s moznosti nasledného vyuziti amplikont. Prace ukézaly spolehlivou identifikaci Cistych kment
BMK pomoci klastrové analyzy teplotnich profilli kiivek tani na zdkladé¢ jejich podobnosti [34].
HRM analyza je pouzivana jako rychly pfistup k identifikaci dominantnich mezofilnich a
termofilnich aerobnich bakterii v riznych mléénych vyrobcich na zdkladé srovndni analyz
teplotnich profili se zndmymi referencnimi bakteriemi [35]. Pomoci analyzy HRM muzeme
detekovat malé zmény v DNA sekvencich, proto je tato metoda vhodnd pro stanoveni malych
rozdilti mezi bakteriemi. HRM analyza je navic vysoce reprodukovatelnd [36].

Metoda HRM se pouZiva pfevaziné pro identifikaci na trovni druhd, ale také jednotlivych
kmenti. [acumin a kol., 2015 se zamétuji na identifikaci kment patticich do skupiny Lactobacillus
casei a jejich klasifikaci do Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus
rhamnosus. Rychlé a ptesné diagnostické testy jsou dilezité pro kontrolu jakosti syra a pro
pochopeni procesu zrani syra. Diky analyze HRM bylo prokazano a charakterizovano 94 izolatl ze
syri typu Gouda. HRM profily variabilnich oblasti VI a V3 genti 16S rRNA izolati byly
porovnany s HRM profily 13 referen¢nich kment [34].

Metoda HRM analyzy se pouziva pro identifikaci a screening druhil Listeria. Studie Jin a jeho
kolegii (2012) identifikovaly druhy Listeria se specificitou 100%, vztazeno k béZnym metodam.

Metoda byla aplikovdna na uméle kontaminované vzorky potravin (dZus, mléko, syry a maso)
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piipravené piimo jejich nafedénim s druhy Listeria. Ve 28 vzorcich byly druhy Listeria spravné
identifikovany. Identifikace druhti se vSak nepodatila ve dvou vzorcich §tavy [37].
Jiné studie popisuji vyuziti HRM analyzy v analyze geneticky modifikovanych organisml a

detekci alergenii v potravinach [38].
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CILE PRACE

Cilem predkladané dizertacni prace s ndzvem ,,Probiotické geny potravinafsky vyznamnych

bakterii mlécného kvaseni“ bylo testovani nosi¢lti pro izolaci DNA v kvalité pro PCR. Pozornost

byla dédle zaméfena identifikace kment v potravinaiskych vyrobcich véetné analyzy HRM-PCR.

Hlavni cile préce:

- Optimalizace podminek metody adsorpce a nasledné eluce DNA pro magnetické nosice a
vybér vhodného postupu pro dalsi vyuziti v molekuldrné diagnostickych metodach.

- Vyuziti magnetickych nosi¢i pro izolaci DNA a prikaz bakterii mlé¢ného kvaseni a jinych
mikroorganismu ve vyrobcich, v€etn¢ prikazu probiotickych gent.

- Testovani a vyuziti metody HRM-PCR pro identifikaci bakterii mlééného kvaseni

v komplexnich vzorcich potravin.



EXPERIMENTALNI CAST

4 MATERIAL
41 BAKTERIALNI KULTURY

V préci byl pouzit bakteridlni kmen Lactobacillus gasseri K7 ze Sbirky mikroorganismu, Chair
of Dairy Science, Biotechnical Faculty, University of Ljubljana, Slovinsko a bakteridlni kmeny
Lactobacillus acidophilus CCM 4833", Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190",
Lactobacillus casei 7088T, Lactobacillus casei 4798, Lactobacillus parasacei CCM 1753T,
Lactobacillus  plantarum CCM  7039", Lactobacillus rhamnosus 1825 a Streptococcus
thermophilus CCM 4757 ziskané z Ceské sbirky mikroorganismi, Brno, CR (Czech Collection of
Microorganisms (CCM)).

42  BAKTERIALNI DNA A DNA Z KURECICH ERYTROCYTU

Pro optimalizaci metody izolace DNA pomoci magnetickych nosici byla pouZzitdi DNA
z kutecich erytrocytli (Budapest, Hungary). Purifikovana bakteridlni DNA kment Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve o

rtizné koncentraci a vhodné &istoté byla ziskdna od doc. A. Spanové, CSc.

4.3 MAGNETICKE NOSICE
Magnetické polymerni mikronosice P(HEMA-co-GMA)-NH, byly pfipraveny Ing. H.

Mackovou, Ph.D na Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie v&d CR v Praze. Magnetické
castice F79/L3 poly-LYSINE byly pfipraveny Ing. M. Babi¢em, Ph.D.
makromolekuldrni chemie Akademie véd CR v Praze. Magnetické mikronosi¢e Fkol 770x byly

na Ustavu

pfipraveny Ing. D. Horikem, Ph.D na Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie véd CR

v Praze.

44 TESTOVANE VYROBKY

Testované doplitkky stravy (probiotické tablety) pouzZité kizolaci DNA byly zakoupeny

v komer¢nf siti. Charakteristika testovanych vyrobkil je uvedend v Tabulce 1.

Tabulka 1: Charakteristika pouZitych vyrobkl

Nazev Vyrobce Deklarované Deklarované Pomocné latky Forma
mikroorganismy cfunal
tobolku/tabletu
vyrobku
Linex® Sandoz L.acidophilus 2x10° dextrosa, inulin, Tobolka
Forte S.I.0. (LA-5), mikrokrystalicka
B.animalis subsp. celulosa (E 460),
lactis (BB12) bramborovy Skrob,




oligosacharidy,stearan

L. bulgaricus,
L. caucasicus,
L. rhamnosus

hotecnaty (E 470b)

Pangamin | Pangamin | L. acidophilus, - mléko, inulin, Tableta
Bifi plus B. lactis pupalkovy olej,

Saccharomyces

cerevisiae
Lactobacily | Walmark | L. acidophilus, 10x 10° maltodextrin, Tobolka
Forte a.s. L. rhamnosus, fruktooligosacharidy,

B. infantis, zelatina, latka

L. plantarum, protispékava: steart

L. casei , hotec¢naty, kyselina

B. longum, askorbovd.

Streptococcus

thermophilus,

B. breve
Lactomax | Blue L. acidophilus, 10x 10’ niacin, vitamin B6, Tobolka

Care L. bifidus, riboflavin, thiamin

5 METODY
5.1 KULTIVACE MIKROORGANISMU

Zmrazené bakteridlni kmeny rodu Lactobacillus byly sterilné otevieny a naockovany do 10 ml

tekuttho MRS media (de Mann, Rogosa, Sharpe) (Sigma-Aldrich, USA) sterilizovaného v

autoklavu pfi 121°C po dobu 20 minut. Kultivace probihala pii 37°C po dobu 48 hodin ve

zkumavkach. Narostlé kmeny byly pteockovany (1 % inokulum) a kultivovany pii 37°C po dobu

24 hodin ve zkumavkach.
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52  PRIPRAVA HRUBYCH LYZATU BUNEK

Hrubé lyzaty bunck byly pfipraveny z 1 ml bakteridlni kultury pfipravené kultivaci na MRS
mediu pfi teploté 37°C/24 hodin nebo z potravinovych dopliikli stravy (probiotické tablety). 1 ml
bakteridlni kultury byl centrifugovén pii 14000 g/3 minuty. Sediment byl resuspendovdn v 1 ml
roztoku A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0). Suspenze byla promichdna a
centrifugovéana pfi 14000 g/3 minuty. Po centrifugaci byl supernatant slit a k sedimentu bylo
pfidano 500 pl roztoku B (lysozym 3 mg/ml; 10 mM Tris-HCL, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0).
Hrubé lyzaty potravinovych dopliikki stravy byly pfipraveny z probiotikych tobolek/tablet. 1
tobolka byla opatrné roziiznuta skalpelem a jeji obsah byl pifeveden do sterilni zkumavky. Byl
piidan 1 ml roztoku B (lysozym 5 mg/ml, 10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA; pH 8,0) a

dikladné promichan.

Takto pfipravené vzorky bakteridlnich kultur a dopliku stravy byly ponechdny pfi laboratorni
teploté¢ po dobu 1 hodiny, poté bylo piidano 25 ul 10 % SDS a 5 ul proteinasy K (100 pg/ml).
Vzorky byly inkubovany pii teploté 55 °C pies noc (18 hodin).

5.3 IZOLACE DNA

5.3.1 Izolace DNA fenolovou extrakci a presraZenim etanolem

K hrubému lyzatu bunék (500 pl) byl pfidan fenol (pfedestilovany, pH 7,8) o stejném objemu,
smes byla michdna po dobu 4 minut kyvavym pohybem. Po centrifugaci (10 000 g/3 min) byla
odebrdna vodni faze obsahujici DNA. K této vodni fazi byla pfiddna smés chloroformcis-
isoamylalkoholu (CIZ, 24:1) o objemu 700 pl. Smés byla michdna po dobu 4 minut kyvavym
pohybem a centrifugovana (10 000 g/3min). Po centrifugaci byla odebrdna vodni faze do Cisté
mikrozkumavky. Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného po promichéni
byl pfidan 2,5 ndsobek objemu 96 % ethanolu. Smeés byla dikladn¢ promichéna a srdzena pii -20
°C po dobu 30 minut [39]. Po srdZeni etanolem byla smé&s centrifugovdna (14 000 g/15 min).

Sediment byl vysuSen a poté byla DNA rozpusténa v 50 pl TE pufru (pH 7,8).

5.3.2 Izolace DNA komer¢énim kitem

Izolace DNA z narostlé bakteridlni kultury a redlnych vzorka (potravinové dopliky stravy) byla
provedena pomoci komer¢niho izola¢niho kitu QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,

Némecko) podle doporuceni vyrobcem.

533 Izolace DNA magnetickymi ¢asticemi v prostredi fosfatového pufru

Separa¢ni smés o vysledném objemu 100 pl byla pfipravend smichdnim vSech komponent
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podle tabulky cislo 2. Po napipetovani fosfatového pufru (0.067 mM, KH2PO4 0.067 mM
Na,HPO,4.2H,0) o daném pH (7,7.6,8) byla zmétena spektrofotometricky koncentrace nukleovych
kyselin. Doba inkubace separa¢ni smési byla testovana (10,30,45,60 minut). Po inkubaci byly
magnetické nosice s navazanou DNA odseparovany magnetem. NosiCe s navazanou DNA byly 2x
promyty v 300 ul 70% etanolu a opatrné vysuSeny. Magnetické Castice s navdzanou DNA byly
resuspendovany v 50 ul TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0). Nésledné¢ byla

zmeétena spektrofotometricky koncentrace eluované DNA.

Tabulka ¢€.2: Komponenty separa¢ni smési.

Komponenta Objem (ul)
IM fosfatovy pufr 20
Matrice DNA 30
Magnetické Castice 50
(2, 0.1mg/ml)
Celkem 100

5.3.3.1 Testovani podminek adsorpce DNA na magnetické nosice
Podminky adsorpce (pH fosfatového pufru, doba inkubace) byly testovany. MnozZstvi

adsorbované DNA bylo méteno spektrofotometricky.

Testovani pH fosfatového pufru
Separa¢ni smés se sklddala z fosfatového pufru, DNA a magnetickych castic. Bylo

testovano pH fosfatového pufru vhodného pro adsorpci na magnetické castice. Byl testovan
fosfatovy pufr o pH 7, 7.6, a 8. Nasledné byla méfena koncentrace DNA v supernatantu po

odpipetovani z magnetického separatoru.

Testovani doby inkubace
Po smichani vSech komponent separa¢ni smési byla testovdna doba inkubace. Doba

inkubace byla 15, 30, 45 a 60 minut.
5.3.3.2 Testovdni podminek eluce DNA 7 magnetickych nosici

Podminky eluce (pH elu¢niho pufru, teplota, doba eluce, ptidavek NaCl (1M, 2M), ptidavek
KCI (10mM)) byly testovany. Kvalita a mnoZstvi izolované DNA byla ovéfena pomoci agarosové

gelové elektroforézy (0,8% agarosovy gel), spektrofotometricky a pomoci PCR.

Testovani elu¢niho pufru
Eluce probihala do TE pufru o pH 9, poté bylo testovdano zvySeni pH na hodnotu 10.

Podminky eluce byly nasledn¢ upraveny ptfiddanim NaCl (1M, 2M) do TE pufru (10 mM Tris-HCI,
pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0). Také byla testovana eluce po pfidavku KCl (10mM) do elu¢niho
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pufru v rozpéti pH od 5 do 12.

Testovani teploty a doby eluce DNA z magnetickych nosic¢i
Eluce DNA z magnetickych nosi¢li (2 mg/ml) byla provedena pii riiznych teplotich

(laboratorni teplota, 55,70 a 90°C) a v rtiznych ¢asech (10, 30, 60 minut a 18 hodin). Eluce
probihala do 50 ul TE pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0). Poté byla méiena

koncentrace DNA spektrofotometricky po odseparovani magnetickych nosic¢i.

534 Izolace DNA magnetickymi ¢asticemi v prostiredi PEG a NaCl

Izolace pomoci magnetickych ¢astic byla provedena z hrubého lyzatu bunék v prostiedi 16%
polyetylenglykolu 6000 (PEG) a 2M NaCl. Do sterilnich mikrozkumavek byla pfipravena
separacni smes, pficemZz bylo nutné dodrZet pofadi jednotlivych komponent. Komponenty

separacni smési jsou zaznamendany v Tabulce 3.

Tabulka €. 3: SloZeni separacni smési pro izolaci DNA magnetickymi ¢4sticemi
Komponenta Objem (ul)

sterilni voda 50
5M NaCl 400
hruby lyzét bunck 100
40% PEG 6000 400
Magnetické Céstice 50
(2, 0.1 mg/ml)

Celkem 1000

Pfipravend smés byla inkubovana 10 minut pii laboratorni teploté. Po dobu 10 minut byly
Castice s navazanou DNA separovany pomoci magnetického separiatoru. Zkumavky byly
ponechdny v magnetickém pdsu a supernatant byl opatrné odpipetovan. Nésledné byl ze separétoru
odstranén magneticky pas. Zkumavka obsahujici nosi¢ s navdzanou DNA byla 2x promyta 70%
etanolem v objemu 1 ml. Céstice byly separovdny magnetem 2 minuty pii laboratorni teploté a
roztok etanolu byl opatrné slit. Zkumavky byly ponechdny v horizontdlni poloze a kratce ususeny
pii laboratorni teploté. Magnetické Castice s navdzanou DNA byly resuspendovdny v 50 ul TE
pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0).
5.3.4.1 Testovani podminek eluce DNA z magnetickych nosici

Byly testovany ruzné typy elucnich pufri. Magnetické castice s navdazanou DNA byly
resuspendovany v 50 ul TE pufru pH 7,8 (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0), v TE
pufru (10mM KCI) o pH 9 a ve fosfatovém pufru o pH 8. Eluce probihala po dobu 30 minut pfi
laboratorni teploté. Eluce do TE pufru s pfidavkem KCIl (10mM) probihala pii teplot¢ 90°C 600

rpm 15 minut. Kvalita a mnoZstvi izolované DNA byla ovéfena spektrofotometricky a pomoci

18



PCR.
54 STANOVENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovend méfenim na Nanodropu ND-
2000/2000¢ (Thermo Scientific, USA). Byly méfeny hodnoty absorbanci pii vlnovych délkach 230
nm (absorpéni maximum fenolu), 260 nm (absorpéni maximum nukleovych kyselin), 280 nm

(absorp&ni maximum proteintl) a 320 nm (korekce pozadi). Cistota DNA byla stanovena pomérem

absorbanci 260 nm/280 nm [40].

5.5 AMPLIFIKACE DNA

Amplifikace DNA pomoci polymerdzové fetézové reakce probéhla po smichani komercné
dostupnych komponent PCR o celkovém objemu 25 pl. Pro konven¢ni PCR byl vyuzit cycler MJ
Research Programme Cycler PTC-100 (Watertown, USA). Pro PCR v redlném case byl pouzit
thermo cycler Rotogene 6000 (Corbett Research, Australie) a pro analyzu HRM-PCR byly pouZzity
cyclery Eco™ Real-Time PCR System (Illumina, USA) a LightCycler® Nano (Roche Life
Science, USA). PouZité primery byly syntetizovany firmou Generi Biotech (Hradec Krilové, CR)
a Elisabeth Pharmacon (Brno, CR). V piipadé potieby byl amplifikaéni produkt uchovévan pfi
teplot¢ -20 °C. Vyhodnoceni vysledkit PCR - HRM analyzy bylo provedeno pomoci softwaru
LightCycler® Nano Software 1.1.

5.6 GELOVA ELEKTROFOREZA A DETEKCE PRODUKTU PCR
Ov¢érteni kvality izolované DNA a detekce amplifikovaného PCR produktu byla provedena
pomoci agarosové gelové elektroforézy. Velikost detekovaného produktu PCR byla ovéfena za
vyuziti DNA standardu (100 bp) (Malamité, Moravské Prusy, CR). Odpovidajici navazka agarosy
(0,8% agarosovy gel pro detekci DNA, 1,8% agarosovy gel pro detekci PCR produktli) byla
rozpusténa ve 100 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru a suspenze byla dikladné rozvaiena v
mikrovinné troubé za opakovaného promichdvani. Roztok byl ochlazen na teplotu zhruba 60 °C a
poté byl nalit do Cisté vanicky (s hfebinkem) poloZené na rovné ploSe. Po zatuhnuti (30 minut) byl
na gel nanasen vzorek DNA smichany se Stop pufrem (6 x koncentrovany) v poméru 5:1. Vzorky
byly nandSeny do komurek vzniklych po vyjmuti hiebinku. Gel byl opatrn¢ pievrstven 0,5 x
koncentrovanym TBE pufrem. Elektroforéza probihala pii napéti o velikosti 60 V po dobu 90
minut. Gel byl barven v roztoku ethidiumbromidu (0,5 pg/ml) po dobu 30 minut. Obarveny gel byl

oplachnut v destilované vod¢ a prohlizen na transilumindtoru v UV svétle (305 nm).
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky jsou tematicky rozdé€leny a diskutovany v rdmci jednotlivych kapitol. Jednotlivé dilci

zavery byly publikovany na konferencich formou posterti nebo prednasek.

6.1 _TESTOVANI PODMINEK ADSORPCE NA MAGNETICKE
CASTICE
Testovani podminek adsorpce probihalo na modelové DNA z kuiecich erytrocytl. Testovani

bylo zamétené na pouZiti rozdilnych hodnot pH fosfatového pufru a doby adsorpce, tedy navazani

DNA na magnetické ¢4stice. Namétené hodnoty koncentraci DNA jsou zaznamenény v tabulce 9.

Testovani pH fosfatového pufru a doby inkubace
Byla piipravend separacni smés podle tabulky 2 v kapitole metody 5.3.3. Jako matrice byla
pouzitd DNA z kuiecich erytrocytli. Byly testovany polymerni mikroc¢astice P(HEMA-co-GMA)-
NH; (2 mg/ml) a nanocéstice F79/L3-PLL (2 mg/ml). Inkubace probihala po dobu 15, 30, 45 a 60
minut. Byl pouZzit fosfatovy pufr o riiznych hodnotach pH (7, 7.6 a 8). Uvedené koncentrace DNA

byly méfeny spektrofometricky a jsou uvedeny v ng/ul.

Tabulka 4: Testovani adsorpce DNA (ng/ul) z kutecich erytrocyti na magnetické Céstice

pH 7 pH 7,6 pH 8
v, .. Doba
Castice .
inkubace A B A B A

(2mg/ml) | (min)
ﬂ 15 95,7+0,3 44,0+ 0,2 104,3+0,1 |44,2+0,2 105,5+0,3 | 442 +0,2
ﬁ 30 101,7+0,3 | 45,3+0,3 952+0,3 42,6 +0,2 103,5+0,2 [ 43,0+0,1
g 45 98,6 +0,3 44,7 +0,2 101,1 +£0,1 |43,5+0,3 106,6 +0,1 | 46,8 +0,3
. 60 100,4 +0,3 | 45,5+0,3 98,6 +0,1 47,9 +0,1 104,5+0,2 | 452+04
s 9 15 95,0+0,2 46,8 +0,1 97,7+0,1 46,9 +0,2 100,5+0,2 |44,3+0,3
§ E 30 1064 +0,1 | 47,3 +0,1 102,7+0,2 |454+0,2 98,6 +0,1 42,4 +0,5
E % 45 97,6 +0,6 46,7 +0,2 995+0,4 44,0+ 0,2 99,5+0,3 44,1 £ 0,3
~ 60 96,3 +0,1 43,2 +0,2 100,5+0,3 |42,6+0,2 102,6 +0,1 |43,5+0,3

A: Koncentrace DNA kufecich erytrocytl v ¢ase nula bez magnetickych ¢astic B: Koncentrace DNA v supernatantu po adsorpci
Bylo testovano mnoZstvi DNA navédzané na magnetické Castice pomoci sledovani koncentrace
DNA v supernatantli po inkuba¢ni dob¢. Pozornost byla zaméfend na pH pouZzitého fosfatového
pufru k navazani na magnetické ¢éstice. Optimalizace byla provadéna za icelem zjiSténi vhodnych
podminek pro izolaci genomové DNA z Cistych bakteridlnich kultur pfevazné bakterii mlééného
kvaseni a ve vybranych probiotickych potravinovych dopliicich stravy béZné dostupné v komer¢ni
siti. Mnozstvi DNA ve vychozi separacni smési (bez magnetickych castic) se podle
spektrofotometrického méfeni pohybovalo v rozmezi + 95 — 106 ng/ul. Median mnoZstvi DNA ve

vychozi separacni smeési z uvedenych vysledku je 100,5 ng/ul. Méfeni mnozstvi DNA



v supernatantech po oddé€leni magnetickych ¢dstic s nasorbovanou DNA z kufecich erytrocytil
ukazuje, Ze v supernatantech zlistdvd zna¢né mnoZstvi nenavdazané DNA. Stfedni mnoZstvi této
nenavazané DNA je 44,3 ng/ul coz odpovidd 44%. Pouzitim rGznych hodnot pH (7, 7.6 a 8)
pouzitého fosfitového pufru v separani smési se nepodatfilo zvySit adsorpci na testované
magnetické castice. Doba navdzdni DNA na magnetické nosiCe byla testovdna ve zvolenych
intervalech 15, 30, 45 a 60 minut a ukdzalo se, Ze tato doba neovliviiuje mnozstvi DNA navazané
na magnetické Cdstice, proto pro dalSi pouZziti byl vybrdn nejkrat$i testovany cas (15 min.).
Neadsorbovand DNA z kufecich erytrocytii byla vizualizovand pomoci gelové agarésové (0,8%)

elektroforézy (obr. 2). Na gel bylo naneseno 30 ul vzorkd.

by Smolww Ay e A T — o

Obrazek ¢. 2: Gelova agarésové elektroforéza — koncentrace DNA v supernatantech po
odseparovani magnetickych nosict s navdzanou DNA.

B¢h &islo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Koncentrace (ng/ul) 44,0 43,3 44,2 426 442 43,0 46,8 473 469 454 443 424

Gelovou elektroforézou supernatantli bylo potvrzeno, Ze v separacni smési po oddéleni
magnetickych ¢éstic s navdzanou DNA zlistdvd zna¢né mnoZstvi DNA. Tento jev se nepodatilo

ovlivnit ani zvySenim pH fosfatového pufru pouZzitého k adsorpci na magnetické ¢astice. Pro dalsi

analyzy byl vybran fosfatovy pufr o pH 7,6 a doba inkubace 15 minut.

6.2 TESTOVANI ELUCE Z MAGNETICKYCH CASTIC

Testovani podminek eluce probihalo na modelové DNA z kufecich erytrocytl. Testovani bylo
zaméfené na pouZiti rozdilnych hodnot pH (9, 10) elu¢niho TE pufru a doby potiebné pro eluci
(vyvazani DNA z magnetickych ¢astic). Déle byla pozornost zaméfend na teplotu vhodnou pro

eluci. Namétené hodnoty koncentraci DNA po eluci jsou zaznamendny v tabulce 5.

Testovani pH TE pufru, teploty a doby eluce
Byla ptipravend separa¢ni smés podle tabulky 2 v kapitole metody 5.3.3., po predeslém
testovani byl vybrdn fosfitovy pufr o pH 7,6. Jako matrice byla pouZita DNA z kufecich
erytrocytl. Byly testovdny polymerni mikrocastice P(HEMA-co-GMA)-NH, (2 mg/ml) a
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nanocdstice F79/L3-PLL (2 mg/ml). Testovan byl TE pufr o pH 9 a 10. Eluce probihala za
laboratorni teploty (22°C), a zvySenych teplot 55, 70 a 90 °C. Déle byl pozorovéan vliv doby na
eluci (15, 30 a 60 minut a po dobu 18 hodin). Uvedené koncentrace DNA byly meéfeny

spektrofometricky.
Tabulka 5: Testovani eluce DNA (ng/ul) kutecich erytrocytli z magnetickych astic
pHY pH 10
Castice Doba 22°C 55°C 70°C 90°C 22°C 55°C 70°C 90°C
(2mg/ml) | eluce
(min)
i 15 3,4+0,05 | 14,4+0,09 | 20,5+0,04 | 21,3+0,04 | 2,5+0,04 | 10,4+0,10 | 18,9+0,08 | 19,2+0,0
oq, 30 3,6+0,05 | 15,2+0,08 | 21,2+0,10 | 21,3+0,04 | 2,9+0,05 | 11,0+0,05 | 18,9+0,04 | 19,2+0,0
; 60 3,6+0,08 | 15,6+0,04 | 23,4+0,04 | 24,0+0,08 | 3,1+0,05 | 10,9+0,05 | 19,6+0,08 | 20,7+0,0
3 18h | 4,3+0,08 | 19,4+0,04 | 23,2+0,04 | 25,6+0,09 | 3,4+0,09 | 12,4+0,10 | 19,8+0,08 | 21,5+0,0
. 15 1,4+0,04 | 6,3+0,08 | 9,4+0,04 | 11,0+0,10 | 1,2+0,04 | 3,5+0,08 | 8,8+0,08 | 8,9+0,04
<? E 30 1,3+0,08 | 8,8+0,04 | 11,0+0,08 | 14,2+0,08 | 1,3+0,00 | 4,2+0,09 | 8,7+0,00 | 9,0+0,08
E g 60 1,540,04 | 7,7+£0,08 | 12,1£0,04 | 15,240,25 | 1,3+0,05 | 3,84¢0,10 | 9,1£0,08 | 8,9+0,15
& © | 18h | 1,540,08 | 9,1+0,10 | 12,3£0,04 | 19,9+0,08 | 1,5+0,05 | 5,3+0,08 | 9,2+0,04 | 9,5+0,04

Bylo testovano mnoZstvi DNA eluované z magnetickych ¢astic. Koncentrace byla méfena
spektrofotometricky, jako blank byl pouZzit TE pufr. Pozornost byla zamétend na pH (9,10) TE
pufru a doby nutné k eluci DNA z magnetickych ¢éstic. Pozornost byla ddle zameétend na teplotu
béhem eluce. Eluce probihala za laboratorni teploty (22 °C) a zvySenych teplot 55 °C, 70 °C a 90
°C. Optimalizace byla provddéna na modelové DNA z kufecich erytrocyti, ziskané vysledky
slouzi pro aplikaci izolace DNA z probiotickych bakterii mlé¢ného kvaSeni a k pouziti takto
izolované DNA pro dal$i molekuldrné biologické metody, jakymi jsou PCR a jeji modifikace. Byly
testovany dva druhy magnetickych castic mikrocastice P(HEMA-co-GMA)-NH; (2 mg/ml) a
nanocastice F79/L3-PLL (2 mg/ml). V obou piipadech doslo k eluci dostatecného mnozZstvi DNA
pro néasledné molekularné diagnostické metody. Podle hodnot koncentrace DNA se jevi lepSimi pro
izolaci DNA nanocéstice F79/L3-PLL, pomoci téchto Castic byla eluovand DNA ve vysSich
koncentracich. Rozdily v jednotlivych métenich byly zavislé na zvolené dobé eluce, a to sice ve
vétSing piipadl takto: ¢im delsi doba eluce, tim vyS$si hodnoty koncentraci DNA. Mezi hodnotami
koncentrace DNA po 60 minutové eluci a 18 hodinové eluci nebyly zjiSt€ny velké rozdily, byla
tedy vybrana jako nejvhodnéjsi doba eluce 60 minut. Podobné¢ dochdzelo k zvySovani hodnot
koncentraci DNA pfti pouZiti zvySenych teplot.

Nevyhodou eluce za zvySenych teplot vSak byla hodnota kvality a Cistoty takto eluované DNA
(tabulka 11, 12), béhem zvySenych teplot dochdzelo k rozpousténi dalSich latek, a proto byla
Cistota eluované DNA sniZend. Porovnanim hodnot koncentraci pro vybér pH TE pufru miZeme

vyhodnotit pH 9 jako lepSi v porovndni s hodnotou pH 10. Pro aplikaci na kmeny bakterii
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mlécného kvaSeni byl vybran jako nejvhodnéjsi TE pufr o hodnoté pH 9, teplota eluce 22 °C a

doba eluce 60 minut.

6.3 ZAVER A DISKUZE
Testovani podminek adsorpce na magnetické ¢astice

Byly testovany podminky adsorpce na magnetické céstice dvojitho typu: mikrocéstice
P(HEMA-co-GMA)-NH, (2 mg/ml) a nanoc¢éstice F79/L3-PLL (2 mg/ml). Testované podminky
zahrnovaly dobu, po které se DNA navaZe na magnetické Castice a hodnotu pH fosfatového pufru
pouzitého v separatni smési. Testovdni adsorpce probihalo na modelové DNA z kufecich
erytrocytl. Byla sledovdna koncentrace DNA v separa¢ni smési pied adsorpci na magnetické
Castice s navazanou DNA. Stfedni mnoZstvi této nenavdzané DNA je 44,3 ng/ul, coz odpovida
44%. Tedy zhruba polovina z piivodnitho mnozZstvi pouZzité DNA zlstdvd v supernatantech, coZ
dokazuje i provedend agar6sova gelova elektroforéza téchto supernatantti (obr. 2). PouZiti riznych
hodnot pH (7, 7.6 a 8) fosfatového pufru v separacni smési neovlivnilo mnozstvi DNA, ktera se
navazala na magnetické ¢astice. Pro dal$i vyuZziti byl vybran fosfatovy pufr pH 7,6. Doba navdzani
DNA na magnetické nosice byla testovdna ve zvolenych intervalech 15, 30, 45 a 60 minut a
ukdzalo se, Ze tato doba neovliviiuje mnoZstvi DNA navdzané na magnetické Castice, proto pro

dalsi pouziti byl vybran nejkratsi testovany ¢as (15 min.).

Testovani eluce DNA z magnetickych ¢astic

Po testovani podminek pro adsorpci DNA na magnetické Castice byly testovany podminky
eluce. Testovani bylo zamétené na pouZiti rozdilnych hodnot pH (9, 10) elu¢niho TE pufru a doby
potiebné pro eluci, tedy vyvazani DNA z magnetickych ¢astic. Dale byla pozornost zaméfend na
teplotu vhodnou pro eluci.

Byly stanoveny podminky eluce z magnetickych ¢astic na 60 minut pii 22 °C a pouziti TE pufru
o pH 9. Z uvedenych vysledkli vSak miZeme vidét, Ze vySSich hodnot koncentraci bylo dosaZeno
pouzitim zvySenych teplot. Pfi téchto teplotich vSak dochézelo k rozpousténi dalSich latek a
Cistota DNA byla timto sniZena. DalSi nevyhodou konkrétné u teploty 90 °C byla &asteCna
denaturace DNA, bylo tedy nutné ponechat vzorky renaturovat alesponi 12 hodin, coz negativné
ovlivituje celkovou Casovou naro¢nost metody, kterd cili na jednoduchost a rychlost. Z tohoto

divodu byl také zvolen Cas eluce 60 minut. Béhem eluce 18hodinové se vysledky zdsadné nelisily.

6.4 PCR GENU PRO PROBIOTICKE VLASTNOSTI
Po identifikaci jednotlivych druhu probiotickych bakterii byla provedena PCR k analyze

gentl kédujicich probiotické vlastnosti jednotlivych bakterii.

Gen lai druhu L. acidophillus
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Specificky produkt PCR pro gen lai druhu L. acidophillus byl detekovan u vyrobku Linex
forte. Ostatni vyrobky podle vyrobce obsahuji také druh L. acidophillus, vysledky pro druhovou
identifikaci potvrdily pfitomnost L. acidophillus. Touto analyzou se nepodafilo potvrdit obsah
tohoto druhu a jeho specificky gen lai. Byly pouzity primery LalLIF4 a LalIR4, specifické
produkty PCR byly o velikosti 1378 bp [41]. Vysledky jsou zaznamenany na obr. 3.

6 7 8 9 10 11 12 M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 PK NK

<«— 1378bp

Obrazek 3: Gelova elektroforéza produktu PCR (1378 bp) specifického pro gen lai druhu L.
acidophillus. (Linex forte - PEG/NaCl — b&hy &.1,5,9, Fosfdtovy pufr — béhy ¢. 13, 17, 21; Pangamin — PEG/NaCl —
béhy ¢.3,7,11, Fosfatovy pufr — behy €. 15, 19, 23; Lactobacily forte - PEG/NaCl — behy ¢€.2,6,10, Fosfatovy pufr —
behy €. 15, 18, 22; Lactomax — PEG/NaCl - b¢hy €. 4,8,12, Fosfatovy pufr — béhy €. 16, 20, 24; Standard (marker) -

M; pozitivni kontrola — PK ;negativn{ kontrola — NK)

Gen bsh druhu L. casei
Primery LcBSHF1 a LcBSHRI1 bsh genu druhu L.casei byly pouzity pro vyhledavani bsh
genu u testovanych vyrobku. Specificky produkt byl o velikosti 283 bp [41]. Touto analyzou byl
prokdzan gen bsh u vyrobku Lactobacily forte. Tento vysledek potvrzuje také druhové specificka

PCR, kde u vyrobku Lactobacily forte doslo k nejintenzivnéjsi detekci amplikonii (obr. 4).
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Obréazek 4: Gelova elektroforéza produktu PCR (283 bp) specifického pro gen bsh druhu L.
casei. (Linex forte - PEG/NaCl — béhy &.1,5,9, Fosfatovy pufr — b&hy &. 13, 17, 21; Pangamin — PEG/NaCl — b&hy
¢.3,7,11, Fosfatovy pufr — béhy ¢. 15, 19, 23; Lactobacily forte - PEG/NaCl — béhy ¢.2,6,10, Fosfatovy pufr — béhy €.
15, 18, 22; Lactomax — PEG/NaCl — béhy €. 4,8,12, Fosfiatovy pufr — béhy €. 16, 20, 24; Standard (marker) - M;

pozitivni kontrola — PK ;negativni kontrola — NK)

Gen bsh druhu B. animalis
Pro prikaz genu bsh druhu B.animalis byly pouzity primery BaBSHFW a BaBSHRW o
velikosti produkti PCR 772 bp [41]. Tento gen byl prokdzan jen u vyrobku Linex forte. Vysledky
analyzy PCR vizualizovaném na agarésovém gelu jsou zazanamendny na obr. 5.

8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 2021 22 23 24 M PK NK

772bp

Obrazek 5: Gelova elektroforéza produktu PCR (772 bp) specifického pro gen bsh druhu B.
animalis. (Linex forte - PEG/NaCl — béhy ¢.1,5,9, Fosfatovy pufr — béhy €. 13, 17, 21; Pangamin — PEG/NaCl —
behy €.3,7,11, Fosfatovy pufr — béhy €. 15, 19, 23; Lactobacily forte - PEG/NaCl — béhy ¢.2,6,10, Fosfatovy pufr —
béhy €. 15, 18, 22; Lactomax — PEG/NaCl — béhy €. 4,8,12, Fosfatovy pufr — béhy €. 16, 20, 24; Standard (marker) -

M; pozitivni kontrola — PK ;negativni kontrola — NK)
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Gen odc druhu L. rhamnosus
Prikaz pfitomnosti druhu L. rhamnosus s obsahem genu odc, byly pouZity specifické
primery LrODCFW a LrODCRW o velikosti 1274 bp [41]. K prikazu tohoto genu dos$lo jen u
jednoho vzorku konkrétné u vyrobku Lactobacily forte (obr. 6). Pro tento vzorek byla k adsorpci

na magnetické ¢astice pouZzita smes s obsahem PEG a NaCl a pfi eluci fosfatovy pufr.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M

<«— 1274bp

Obréazek 6: Gelova elektroforéza produktu PCR (1274 bp) specifického pro gen odc druhu L.
rhamnosus. (Linex forte - PEG/NaCl — bé&hy ¢&.1,5,9, Fosfitovy pufr — b&hy ¢&. 13, 17, 21; Pangamin — PEG/NaCl —
béhy ¢.3,7,11, Fosfatovy pufr — behy €. 15, 19, 23; Lactobacily forte - PEG/NaCl — béhy ¢€.2,6,10, Fosfatovy pufr —
béhy €. 15, 18, 22; Lactomax — PEG/NaCl — béhy €. 4,8,12, Fosfatovy pufr — béhy €. 16, 20, 24; Standard (marker) -
M; pozitivni kontrola — PK ;negativni kontrola — NK)

Celkovy souhrn analyzy PCR genii pro probiotické vlastnosti

Analyzou PCR byly sledovany geny pro probiotické vlastnosti bakterii mlééného kvaSeni v
potravinovych dopliicich stravy (Linex forte, Pangamin, Lactobacily forte a Lactomax). Vysledky
jsou zaznamendny v souhrnné tabulce €. 16. Vysledky se plné shoduji v ptipad€ genu bsh pro druh
L.casei. Podle druhové identifikace byl L. casei nalezen jen ve vyrobku Lactobacily forte, tento
vyrobek tedy obsahuje L. casei i s genem pro odolnost vii¢i Zlucovym solim a kyselému prostiedi.
U bifidobakterii byl tento gen nalezen ve vyrobku Linex forte, tento vyrobek tedy obsahuje
deklarované BMK s geny pro probiotické vlastnosti. Gen pro ornitin dekarboxyldzu (odc) druhu
L. rhamnosus byl nalezen jen u vyrobku Lactobacily forte, pfitomnost L. rhamnosus byla

identifikovana i u vyrobku Lactomax.

6.5 ANALYZA HRM - PCR

Za ucelem rozliSeni bakteridlnich druht rodu Lactobacillus byla pouzita metoda HRM — PCR

s vyuZitim rtiznych druh@ primera (tab. 5). Pozornost byla zamétend na referencni vzorky a dva
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druhy potravinovych dopliikt stravy Linex forte a Lactobacilly forte. Jako referen¢ni vzorky byly
pouzity kmeny Lactobacillus acidophilus CCM 4833", Lactobacillus casei CCM 7088",
Lactobacillus casei CCM 4798, Lactobacillus parasacei CCM 1753, Lactobacillus plantarum
CCM 7039" a Lactobacillus rhamnosus CCM 1825". DNA referenénich kment i potravinovych

doplnkt byla izolovdna riiznymi metodami (fenolova extrakce, komer¢ni kit, magnetické Castice -

F79/L3-PLL a Fkol 770x). Koncentrace a kvalita izolované DNA jsou zaznamendny v tabulce 6.

Tabulka 6: Koncentrace (c) a Cistota (Azeo280) DNA (ng/ul) izolované z potravinovych dopliki

stravy a referen¢nich vzorkd.

F79/L3-PLL Fkol 770x Komer¢ni kit Fenolové extrakce
¢ (ng/ul) | Aaeonso | € (ng/ul) | Aseonso | ¢ (ng/ul) | Agsonso | € (ng/ul) | A z60r280
L. casei 7088T 6,7 1,56 3,7 1,86 26,7 1,9 471,3 2,07
L. plantarum 70397 9 1,85 2.7 1,7 47,9 1,94 5349 2,08
L. rhamnosus 18257 18,5 1,56 5,9 1,54 232 1,92 773 2,06
L. casei 4798 8,4 1,74 4,1 1,75 28,5 1,96 686,5 2,04
L.parasacei 17537 5,6 1,6 3.8 1,88 31,1 1,96 788.9 2,11
L. acidophilus
4833T 10,3 1,84 6,3 1,66 45 1,99 290,8 2,07
Linex 2,5 1,36 2,9 1,99 17,5 1,98 4498.,5 2,06
Lactobacily 10,1 1,61 9,3 1,76 423 1,97 39312 2,09
Pred samotnou analyzou HRM — PCR byly vzorky DNA o koncentraci vy$si nez 20 ng/ul

vyfedény na vyslednou koncentraci 10 ng/ul. Pro analyzu byl pouZzit komeréné dostupny master

mix SYTO9 smichany s PCR vodou, pfisluSnymi primery a DNA matrici.

6.5.1 Identifikace druhii rodu Lactobacillus s vyuzitim primeru pro

hypervariabilni oblasti genu 16s RNA
Pro identifikaci bakterii mlecného kvaseni rodu Lactobacillus byly testovany primery pro
hypervariabilni oblasti genu 16s RNA. Pro stanoveni HRM analyzy k identifikaci bakteridlnich
druhit by produkty PCR mély mit nejvetsi rozdily mezi jednotlivymi druhy a mély by byt
konzervativni pro kmeny uvniti stejného druhu. 16s RNA gen je nejvhodnéjsi pro toto vyuZziti.

Nékteré ptibuzné druhy vykazovaly 98% nebo vice homologii v sekvencich genu 16s RNA [35].

6.5.2 HRM - PCR s vyuzitim primeri LAC1-LAC2 a LAC4

Za pouziti metody HRM — PCR a pii kombinaci primert LAC1 — LAC2 [34] a primerd LAC2 —
LAC4 [42] navrZzenych pro rozliSeni bakterii mlécného kvaSeni zaméfenych na studium
hypervariabilni oblasti genu 16s RNA V3 byly zjiStény teploty tani charakteristické pro jednotlivé

vzorky a jsou zaznamendny v tabulkdch 7 a 8. Kfivky tani jednotlivych vzorkl pro riizné metody
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pouzité pro izolaci DNA jsou uvedeny na obrazku 7 A, B, C, D, E, F, G, H.

Tabulka 7: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pro HRM -PCR s vyuZitim primeri

LACI1 - LAC2.
F79/L3-PLL | Fkol 770x | Komeréni kit | Fenolova
extrakce
Tm (°C)

L. casei 7088" 75,23 75,23 84.85 75,23
L. plantarum 7039" 75,23 75,23 84,53 76,50
L. rhamnosus 18257 75,23 75,23 84,85 75,58
L. casei 4798 75,23 75,23 84.85 77,14
L.paracasei 17537 75,23 75,23 84.85 76,72
L. acidophilus 48337 75,40 75,23 84.85 78,55
Linex 75,23 75,23 75,83 75,23
Lactobacily 75,23 75,23 75,23 76,61

Naméiené teploty tani jsou v piipadé pouziti kombinace primera LAC1 — LAC2 nevypovidajicim

tidajem. Pouze v piipadech kment L.parasacei 1753, L. casei 4798, L. rhamnosus 1825" a L.

acidophilus 4833" doglo k vytvofeni charakteristické kiivky tani, a to jen v piipadé kdy byl pouZit

komer¢ni kit k izolaci DNA. Ostatni teploty tani jsou shodné s negativni kontrolou a nevytvorily

kiivku tani.

Tabulka 8: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pro HRM -PCR s vyuZitim primeri

LAC2 — LACA4.
F79/L3-PLL | Fkol 770x | Komer¢nikit | Fenolova
extrakce
Tm (°C)

L. casei 7088" 87,72 86,98 87,02 86,54
L. plantarum 7039" 86,33 85,95 86,05 85,68
L. rhamnosus 1825" 86,85 86.89 86,92 86,58
L. casei 4798 87,01 86,98 86,98 86,67
L.paracasei 17537 86,98 86,94 87,09 86,58
L. acidophilus 4833" 87,03 87,00 87.57 86.69
Linex 85,73 86,37 86,34 86,36
Lactobacily 86,59 86,30 85,61 86,04

Z uvedenych hodnot pro teploty tani jednotlivych vzorkl se nejméné shoduji teploty pro L.

casei 7088" u tohoto vzorku se teploty tani 1i§{ v zdvislosti na pouZité metod& izolace DNA. Mezi
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teplotami tani pro izolace pomoci magnetickych castic F79/L3 PLL a fenolovou extrakci je

nejvetsi rozdil, a to vic nez 1 °C. Ostatni hodnoty teplot tdni se od sebe vyrazné nelisi, ve vSech

piipadech doslo k vytvoreni charakteristické kiivky tani (obr. 7 B, D, F, H).

A

s
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Obrazek 7: Ktivky tani jednotlivych vzork pro PCR-HRM s vyuzitim primerd LAC1 — LAC2 a
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primerdt LAC2 — LAC4. (A, B — izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic F79/L3-PLL, C, D —

izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic Fkol 770x, E, F — izolace DNA pomoci komeréniho

kitu, G, H — izolace DNA pomoci fenolové extrakce)

1 2 3 4 5 6 7 8
L. L.casei 7088 | L.rhamnosus | Lactobacily L. paracasei | L.acidophilus - -
A plantarum L.casei 4798
Linex
B Linex L.rhamnosus | L.casei 4798 | L. paracasei | L. plantarum | L.acidophilus | L.casei 7088 | Lactobacily
Linex L. L.casei 7088 | L.casei 4798 | L.rhamnosus | L.acidophilus - -
C plantarum Lactobacily | L. paracasei
L. L.casei 7088 | L. paracasei | L.rhamnosus | Linex Lactobacily | L.acidophilus -
D plantarum L.casei 4798
Lactobacily | L.casei 7088 | L. L.acidophilus | L. paracasei | L.casei 4798 | L.rhamnosus -
E Linex plantarum
Lactobacily | L.rhamnosus | L. L. paracasei | L.casei 7088 | Linex L.acidophilus -
F plantarum
L.casei 4798
Linex L.casei 7088 | L.rhamnosus | L. paracasei | Lactobacily | L.acidophilus - -
G L.casei
4798
L.
plantarum
L. Linex L.casei 7088 | L.rhamnosus | L.casei 4798 | Lactobacily - -
H plantarum L. paracasei
L.acidophilus

V ptipadé€ pouziti primerdt LAC1 — LAC2 doslo k vytvofeni charakteristickych kiivek tani jen u

vzorkQ L. paracasei 1753", L. casei 4798 a L. rhamnosus 1825" a to jen v piipadé pouZiti

komer¢niho kitu k izolaci DNA. V ostatnich ptipadech nedoSlo k vytvoreni charakteristickych

kiivek tani a vzorky jsou shodné s negativni kontrolou. Z téchto vysledki vyplyva, Ze tento typ

primeru je nevhodny pro analyzu vzorku bakterii mlécného kvaseni. Z uvedenych kiivek tani na

obrazku 7 B, D, F, H je patrné, Ze se podatilo odd¢lit v§echny studované vzorky. K nejtretelnéjSimu

rozd€leni doSlo v pfipadé pouziti magnetickych Castic F79/L3 PLL. V porovnani téchto dvou

studovanych part primert je u¢innéjsi vyuZziti primert LAC2 — LACH4.
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6.5.3 HRM - PCR pro groEL gen s vyuzitim primeru GRO F - GRO R

Za pouziti této metody a primerii GRO F - GRO R [19] navrZenych pro rozliSeni bakteridlnich
druhit rodu Lactobacillus, hlavné velmi blizce ptibuznych druhit Lactobacillus jako jsou
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei a Lactobacillus rhamnosus, byly zjisténé teploty tani
charakteristické pro jednotlivé vzorky a jsou zaznamendny v tabulce 9. Kfivky tani jednotlivych

vzorkll pro rizné metody pouZité pro izolaci DNA jsou uvedeny na obrdzku 8 A, B, C a D.

Tabulka 9: Teploty tani charakteristické pro jednotlivé vzorky pro HRM -PCR s vyuZitim primeri

GRO F-GROR.

F79/L3-PLL | Fkol 770x | Komeréni kit | Fenolova
extrakce
Tm (°C)

L. casei 7088" 80,02 79,96 80,00 79,90
L. plantarum 7039" 80,79 79,97 80,05 80,46
L. rhamnosus 18257 81,34 81,31 81,35 81,28
L. casei 4798 81,01 81,01 81,08 80,91
L.paracasei 17537 80,94 80,96 81,07 80,88
L. acidophilus 48337 81,06 81,02 81,13 80,93
Linex 75,01 75,00 80,92 80,94
Lactobacily 80,67 80,73 80,66 80,87

Z uvedenych hodnot pro teploty tdni jednotlivych vzork se nejméné¢ shoduji teploty pro
probioticky vyrobek Linex forte, u tohoto vzorku se teploty tani liSi v zavislosti na pouzité metodé
izolace DNA. Mezi teplotami tani pro izolace pomoci magnetickych ¢éstic a fenolové extrakce byl
nameéten nejvetsi rozdil, a to témét 6 °C. Ostatni hodnoty teplot tidni se od sebe vyrazné nelisi, ve

vSech ptipadech doslo k vytvofeni charakteristické ktivky tani (obr. 8 A, B, C, D).

A B
o ‘ ‘1‘57. 5
—g\;{ e 2 \,\\\\
\7\"\ \ 3 b
\\\\ 5 2 4 \
1 24\
3 ‘ "‘. e \
\ l“.‘ Y
RN \ Nl
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Obrazek 8: Ktivky tani jednotlivych vzorkii pro PCR-HRM s vyuZzitim primert GRO F- GRO R.
(A - izolace DNA pomoci magnetickych ¢astic F79/L3-PLL, B — izolace DNA pomoci
magnetickych ¢astic Fkol 77o0x, C — izolace DNA pomoci komer¢niho kitu, D — izolace DNA
pomoci fenolové extrakce)

1 2 3 4 5 6 7
A L. plantarum | L.casei 7088 | Lactobacily | L.casei 4798 L.rhamnosus - -
L. paracasei

L.acidophilus
B L. plantarum | Lactobacily | L.casei 7088 | L. paracasei L.casei 4798 L.acidophilus | L.rhamnosus

L. plantarum | L.casei 7088 | Lactobacily | Linex L.casei 4798 L.rhamnosus -
C L. paracasei
L.acidophilus
L.casei 7088 | L. plantarum | Lactobacily | Linex L.casei 4798 L.acidophilus | L.rhamnosus
D L. paracasei

Produkt amplifikace PCR primerd GRO F/ GRO R, jehoz velikost je pfiblizn¢ 150 bp dlouhy
fragment bakteridlni 16S RNA, umoznil surovou diskriminaci bakterii kfivek tdni a porovnani
jednotlivych metod izolace DNA mezi sebou diky sekvenc¢ni variabilit¢ fragmentd. Jak je
znazornéno na obr. 8, tvar kiivek tdni umoznil identifikaci jen nékterych druht bakterii mle¢ného
kvaSeni. Jen v pfipadé pouzZiti magnetickych Ccastic Fkol 77ox doSlo k rozdé€leni vSech
studovanych vzorkl. V ostatnich ptipadech se nepodafilo rozdélit kmeny L.casei 4798,

L.paracasei 1753" a L. acidophilus 4833".

6.6 ZAVER A DISKUZE

Za tucelem rozliSeni bakteridlnich druhli rodu Lactobacillus byla pouzita metoda HRM — PCR
s vyuzitim primerti pro rtizné oblasti hypervarabilnich regionu genu 16S RNA. Pozornost byla
zaméiend na referencni vzorky druhii rodu Lactobacillus a dva druhy potravinovych doplilka
stravy Linex forte a Lactobacilly forte. Jako referencni vzorky byly pouZzity kmeny Lactobacillus
acidophilus CCM 4833T, Lactobacillus casei CCM 7088T, Lactobacillus casei CCM 4798,
Lactobacillus parasacei CCM 1753", Lactobacillus plantarum CCM 7039" a Lactobacillus
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rhamnosus CCM 18257, DNA referen¢nich kmentl i potravinovych doplitkéi byla izolovana
riznymi metodami (fenolova extrakce, komer¢ni kit, magnetické Castice - F79/L3-PLL, Fkol
770x). Bylo méfeno 10 parti primert, tato métfeni jsou rozclenény do 7 podkapitol. Nejlepsich
vysledkd bylo dosazeno pouzitim primerit LAC2 — LAC4 [42] a GRO F — GRO R [19]. Bylo
zjisténo, Ze metoda izolace DNA muZe ovlivnit vysledné kiivky tani pro jednotlivé vzorky. Nelze
vSak vybrat metodu pro izolaci DNA, kterd by byla nejvhodnéjsi pro naslednou analyzu HRM —
PCR. Metoda HRM — PCR se hodi jako dopliikovd metoda pro jiné metody urcené k identifikaci
bakterii mlé¢ného kvaseni. Pomoci této metody se nepodaftilo identifikovat piesny obsah druht

bakterii mlécného kvaseni v potravinovych dopliicich stravy Linex forte a Lactobacily.
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