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ABSTRAKT

Prace byla zamé&fena na izolaci DNA ze syrh pro pouziti v polymerazové fetézové reakci.
Nejprve byl optimalizovan postup homogenizace rtiznych typt syra z komeréni sité, lyze
bunék a izolace DNA. DNA byla izolovdna magnetickymi casticemi a fenolovou extrakei.
Bylo prokazano, ze po ziedéni vzorku se DNA amplifikuje v PCR s primery pro doménu
Bacteria.

Dale byl optimalizovan postup izolace DNA z cerstvych syri a z cCerstvych
kontaminovanych syra (syry s vadou) a z jejich lakd. DNA ze vSech vzorka byla
amplifikovana v PCR. Byla prokazana ptitomnost DNA domény Bacteria a kvasinkové DNA.

V posledni ¢asti prace byla optimalizovana pfiprava smési pro PCR a amplifikace
bakterialni DNA v PCR s primery se svorkou (F357-GC a R518). Vznikl¢ produkty PCR byly
analyzovany pomoci DGGE. Bylo ukazano, ze amplikony DNA izolované ze syri a laka
se lis§i jak polohou na gelu tak poctem. VEtSi pocet past rizné intenzity byl detegovan
po amplifikaci DNA z kontaminovanych lak.

ABSTRACT

This work was focused on DNA isolation from cheeses for the use in polymerase chain
reaction. First, there was optimised the procedure of homogenisation of different types
of cheeses from commercial sources, cell lysis and DNA isolation. DNA was isolated using
magnetic microspheres and phenol extraction. It was shown that the DNA was amplified
in PCR for domain Bacteria after dilution.

Next, there was optimised the procedure of DNA isolation from fresh cheeses and from
contaminated fresh cheeses and their pickles. DNA from all samples was amplified in PCR.
The presence of DNA of domain Bacteria and yeast DNA was demonstrated.

In the last part of the work, there were optimised the preparation of PCR mixtures
and bacterial DNA amplification in PCR with primers with clamp (F357-GC and R518).
Synthetized PCR products were analysed using DGGE. It was shown that amplicons of DNA
isolated from cheeses and pickles differ in positions and numbers. Larger number of bands
of different intensities was detected after amplification of DNA isolated from contaminated
pickles.

KLICOVA SLOVA
Cerstvy syr, izolace DNA, PCR, 16s rRNA, DGGE
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Fresh cheese, DNA isolation, PCR, 16s rRNA, DGGE
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1 UVOD

Rada vyrobkil potravin obsahuje bakterie, které je potfeba analyzovat, at’ uz z diivodu
zjisténi kontaminant, patogenti nebo stanoveni optimalniho zastoupeni bakterialni
mikroflory.

Tradi¢ni metody, identifikace mikroorganismi, zaloZzené na morfologickych vlastnostech
mikroorganismi a biochemickych testech (fermentace sacharidi, produkce enzymi)
jsou ¢asové naroéné a neumoznuji zjiSténi vSech mikroorganismii  obsazenych
v analyzovaném vzorku. Moderni metody zalozené na amplifikaci DNA jsou naproti tomu
velmi selektivni a umoziuji stanovit soucasné velké mnozstvi bakterii. Tyto metody zacinaji
byt vyuzivany v potravinaiskych laboratofich v souvislosti s technologii vyroby a s kvalitou
vyrobku.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Syry

Pojem syr je obecny ndzev pro fermentované mlécné potravinaiské vyrobky. Syry jsou
vyrabéné po celém svété ve velké rozmanitosti. Evropské syry jsou zalozeny na znalostech
Rekil a pozdé&ji Rimantl. Diikazy o vyrobé syra sahaji az do roku 2800 pf. nl.

Syr je bilkovinny koncentrat vyrobeny okyselenim nebo enzymovym srazenim mléka
za ucasti mikroorganismi — bakterii mlécného kvaseni (BMK). Vznikd odstranénim vody
ze srazeniny a podléhd chemickym a fyzikdlnim zménam zptsobenych mikroflorou.

Syrové vyrobky maji velmi rtznorodou chut’, tvar a konzistenci. Kategorizovat syry
je velmi slozité, protoze kazda zemé pouziva odlisna kritéria. Pode ,,editor-in-chief’s easy-to-
grasp® systému existuje 7 hlavnich druhii syra, do kterych lze zaradit 99 % vSech vyrabénych
syru. Tyto typy syrt jsou zobrazeny na Obrazku 1 [1,2].
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Obrazek 1: Typy syri - Cerstvé syry(]) , Cerstvé zrajict S)ﬁry(z) , Mékkeé bilé syry(s) ,

Polomeékke syry @ , Tvrdé syry(5), Syry s modrou pll'snz'(6) , Ochucené syrym , upraveno
dle [2]
2.2 Vyroba syri

Vyroba syra se sklada z hlavnich kroki, které jsou uvedeny na schématu na Obrazku 2.
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2.2.1 Mikroorganismy v syrech

2.2.1.1 Starterové kultury

Vzhledem k pasterizaci mléka je pfevazna Cast vném obsazenych mikroorganismu
zniCena. Proto je zapotiebi do mléka pfidavat tzv. starterové kultury. Tyto mikroorganizmy
jsou dulezité pro vyrobu syru ztoho divodu, ze fermentuji mlééné cukry za produkce
kyseliny mlé¢né a v n¢kterych ptipadech tvoii chut'ové latky, zejména, acetaldehyd a diacetyl.
V dnesni dob¢ se pouzivaji prevazné¢ komeréni kmeny, u kterych jsou ovérovany dulezité
technologické vlastnosti, jako je tolerance k solim a schopnost ristu a produkce kyseliny
mlécné v mléku.

Starterové kultury se rozdé€luji na mezofilni (optimalni teplota rtstu je 30 °C) a termofilni
kmeny (optimdlni teplota ristu je 42 °C). Dale se starterové kultury déli na definované
kultury, které obsahuji pouze cCist¢ kmeny se znamymi a identifikovanymi vlastnostmi.
Druhym typem jsou smiSené kultury, které obsahuji bakterie rGznych druhti. Ptirodni
starterové kultury obsahuji jiné druhy bakterii néz komerc¢ni starterové kultury. U piirodnich
starterovych kultur, obvykle nezndme jejich slozeni.

Celkem existuje 12 rodii bakterii mlééného kvaseni (BMK), ale pouze 5 rodu se pouziva

jako starterové kultury: Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Lactobacilus (Tabulka 1 a 2) [1,3].

Tabulka 1: Prehled komercnich starterovych kultur a jejich vybrané vlastnosti [1]

Fermentace Isomer Metabolismus NH; z
Druhy Typ . , Tvar ., .
cukrt laktatu citratu argininu
Streptococcus thermophilus T Homo Il Koky — —
Lactobacillus helveticus T Homo DL Tycinky — —

Lactobacillus delbrueckii

T Homo D Tyc¢ink + +
subsp. bulgaricus YUY
Lactobaccilus delbrueckii ..
) T Homo D Tyc¢inky — +
subsp. Lactis
Lactococcus lactis subsp.
; P M Homo L Koky — +
cremoris
Lactococcus lactis M Homo L Koky + +
Leuconostoc lactis M Hetero D Koky + —
Leuconostoc mesenteroides ~ M Hetero D Koky + -
T - Termofilni organismus Homo - Homofermentativni organismus
M - Mezofilni organismus Hetero - Heterofermentativni organismus
+ Positivni + MoZnost obojiho

— Negativni



Tabulka 2: Prehled prirodnich starterovych kultur a jejich vybrané viastnosti [1]

Fermentace  Isomer Metabolismus NH; z
Druhy . , Tvar y L
cukri laktatu citratu argininu
Lactobacillus casei subsp. Homo L Tydinky N B
casei
Lactobacillus pamc.asel Homo L Tyginky . B
subsp. paracasei
Lactobacillus paracasei Homo L Tyginky . B
subsp. tolerans
Lactobacillus rhamnosus Homo L Tycinky - —
Lactobacillus plantarum Homo DL Tyc¢inky + —
Lactobacillus curvatus Homo DL Tycinky - —
Lactobacillus fermentum Hetero DL Tyc¢inky - +
Enterococcus faecalis Homo L Koky + +
Enterococcus faecium Homo IL, Koky --- +
T - Termofilni organismus Homo - Homofermentativni organismus
M - Mezofilni organismus Hetero - Heterofermentativni organismus
+ Positivni + MoZnost obojiho

— Negativni

2.2.1.2 Sekundarni starterové kultury

Sekundarni starterové kultury se aplikuji pfevazné na povrchu syrt za tcelem dosazeni
charakteristického vzhledu a chuti. Povrch syra se potahne vrstvou sekundarnich starterovych
kultur a syr se necha zrat. Mezi zastupce téchto bakterii patii zastupci rodt: Arthrobacter,
Brevibacterium, Brachybacterium, Corynebacterium, Microbacterium, Propionibacterium,
a Micrococcus. Mezi zastupce kvasinek patti Kluyveromyces marxianus a Debaryomyces
hansenii. Mezi zastupce plisni patii Geotrichum candidum, Penicillium camemberti,
a Penicillium roqueforti [3].

2.2.1.3 Nestarterové bakterie mlééného kvaSeni

Nestarterové BMK (NSBMK) jsou mikroorganismy, které zastupuji dilezitou mikrobialni
skupinu béhem zrani syrti a maji dalezity vliv na kvalitu syrt. Jejich zdroj pochazi z mléka,
nebo z prostiedi, kde je mléko a pozdéji syr zpracovavan. VétSina NSBMK jsou fakultativni,
heterofermentativni lactobacily napt. L. casei, L. pararcasei, L. plantarum, L. curvatus
a obligatn¢ heterofermentativni laktobacily napt. L. brevis a L. fermentum [1,4].

2.2.1.1 Kontaminanty mléka

Mléko je diky svym velmi dobrym nutriénim parametrim s hodnotou pH kolem
6,6 vhodné médium pro rist mikroorganismt. Kontaminanty se do mléka dostavaji pfevazné
pfi dojeni. Dal§im moznym zdrojem kontaminace je vzduch pfi zpracovani mléka. Mezi
kontaminujici grampozitivni bakterie, obsazené v mléku, patii napt. Micrococcus,
Corynebacterium, Microbacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus
a gramnegativni bakterie rodi Pseudomonas, Achromobacter, Enterobacter, Escherichia
a Flavobacterium.
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Problém zpusobuji pfevdzné patogenni mikroorganismy, které kontaminuji syry. Hlavnimi
patogeny jsou Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Salmonella, Mycobacterium tuberculosis a Escherichia coli. Z divodu odstranéni
nezadoucich mikroorganismu se mléko pied dal§im pouzitim pasterizuje [1,3].

2.2.2 Identifikace mikroorganismii v syrech

2.2.2.1 Kaultivaéni metody

Kultiva¢ni metody jsou tradi¢ni mikrobidlni metody, které zahrnuji vysev mikroorganismu
na diferencialni a selektivni média a naslednou identifikaci izolatd s vyuzitim predevsSim
biochemickych metod.

Nevyhoda téchto metod spociva pievazné v nemoznosti identifikovat mikroorganismy,
které nerostou na médiich (nekultivovatelné mikroorganismy). Problém je také nizka
selektivita a vzajemna inhibice rGstu na misce. Dalsi nevyhodou je Casova ndrocnost
kultivacnich metod [5].

2.2.2.2 Metody nekultivacni
K dosaZeni rychlého a spolehlivé urceni bakteridlnich druhii jsou stale vice vyuzivany

molekuldrné biologické metody zaloZené na amplifikaci DNA, jako napt. druhové specificka
PCR a DNA fingerprinting [5].

a) Druhové specificka PCR

Pti druhové specifické PCR se nejcastéji vyuziva amplifikace Casti (variabilni oblasti)
genu, ktery koduje 16s rRNA. Pii PCR se primery vdzou specificky na cilovou oblast
16s rRNA genu. PCR produkt miize byt detegovan podle své velikosti pomoci gelové
elektroforézy nebo pomoci sekvencovani DNA [6].

b) Fingerprintové metody

Fingerprintové metody, vytvari profil mikrobidlni komunity, zalozeny na pifimé analyze
amplifikované DNA po rozdé€leni produkti PCR pomoci gelové elektroforézy na agarose.
Zahrnuje techniky jako RAPD, rep-PCR, elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu
(denaturing gradient gel electrophoresis — DGGE), elektroforéza s teplotnim gradientem
(temperature gradient gel electrophoresis — TGGE) atd. Vysledkem je fingerprint.

Diky témto technikdm lze simultanné analyzovat mnoho vzorkl a navzijem je porovnavat.
Fingerprinty mohou byt také porovnavany s databdzemi a s jejich pomoci lze vyhledavat
vztah mezi analyzovanymi vzorky a informacemi ulozenymi v databazich [7].

2.3 Priprava vzorku syri pro analyzu
Analyza se zakladd na homogenizace syr, lyze bunék a izolaci DNA. Syry
se homogenizuji ve sterilni vodé&, pak se separuji, promyvaji a lyzuji. Nasledné se z hrubych
lyzatd bunék izoluje DNA.

2.3.1 Homogenizace
Pro homogenizaci lze pouzit tfeci misku nebo komercni BagSystem
a) Miska
Ve tifeci misce se mechanickym pohybem tlou¢ku rozrusi syr a nasledné¢ se vzorek
prefiltruje pies gazu pro odstranéni tukovych ¢asti syra.
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b) BagSystem

BagSystém je produkt firmy Interscience (Saint-Nom-la-Bretéche, Francie) pro rychlou
a bezpecnou piipravu vzorkd a nasledné mikrobiologické nebo chemické rozbory. Systém
obsahuje BagFilter, Grafimetry, MagMixer, BagTools, BagPipet (Obrazek 3)

BagFilter je sacek s membranou, ktery propousti jen roztok s bunikami uvolnénymi
ze zhomogenizovaného vzorku, ktery byl homogenizovan ve stomacheru MagMixer [8].

n ) 3) @3)

: : =
W é q, P \W ,.L

4

Obrizek 3: Prehled BagSystemu - BagFilter'”, Gravimetry”, MagMixer”, BagPipet™, upraveno
dle [8]

2.3.2 Separace bunék a priprava hrubych lyzati bunék
Buiiky se promyji sterilni vodou, sedimentuji pomoci centrifugace a dale se mohou lyzovat
bud’ mechanicky, fyzikalné nebo chemicky.

2.3.3 Izolace DNA

Izolace DNA se provadi z hrubych lyzati bunék mnoha technikami napt. fenolovou
extrakci, vysolovanim nebo adsorpci na pevnou fazi. Pevnou fazi mohou byt magnetické
Castice [9].

a) Fenolova extrakce

Fenolova extrakce DNA je zaloZzena na rozruseni komplexu DNA-protein a extrakci
proteinl z vodné do fenol/chloroformové faze. Poté se DNA vysrdzi ethanolem pii - 20 °C,
sediment DNA se vysusi a nasledné rozpusti v TE pufru [9].

b) Izolace DNA magnetickymi ¢asticemi

Tato technika vyuziva magnetické Castice, které jsou pokryty polymerni vrstvou a jsou
funkcionalizované karboxylovymi skupinami. V prostfedi vysokych koncentraci PEG 6000
a chloridu sodného dochéazi k reverzibilni vazbé DNA na povrch magnetickych Ccastic.
Vznikly komplex se separuje od dalSich molekul pomoci vné&jSiho magnetického pole.
Komplex DNA-magneticka castice je drZzen na sténé zkumavky pomoci vnéjSiho
magnetického pole, kdezto ostatni molekuly s roztokem mohou byt odstranény. Poté jsou
Castice promyty a po odstranéni vnéjSiho magnetického pole je DNA eluovana do vody nebo
do TE pufru [9]. Schéma izolace DNA pomoci magnetickych castic je uvedeno na Obrazku 4.
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Magnetické jadro /."d

Polymerni vrstva

Lista
DOMA

Organické raménko

Funkéni molekula

. Magneticka castice LL DHA L-l_. Prasteiry

Obrazek 4:Schéma magnetické castice a postup izolace DNA, upraveno dle [10,11].

2.4 Amplifikace DNA

24.1 PCR

Polymeréazova fetézova reakce (PCR) je zalzena na amplifikaci DNA. Amplifikovany usek
DNA je vymezen primery, které se véazou na specifickdi mista jednovlaknové
(single stranded - ss) DNA apomoci termostabilni polymerazy je syntetizovan
komplementarni fetézec DNA (v pfitomnosti ANTP). Tvofi se tak az miliony kopii cilové
sekvence.

PCR probiha v cyklech, kazdy cyklus se skldada z 3 krokl; denaturace DNA templatu,
pfipojovani primerti a elongace. Denaturace probihd pfi zvySené teploté a dochazi pii ni ke
vzniku ssDNA. Nasledné pobiha pfipojovani primerti, kdy pifi sniZeni teploty dochazi
k hybridizaci primerd na ssDNA. Pfi dalSim zvySeni teploty dochazi k syntéze
komplementarniho fetézce v pritomnosti termostabilni DNA polymerasy a dNTP. Tyto cykly
se opakuji, dokud neni naamplifikovano dostate¢né mnozstvi DNA.

Vyhoda PCR je velka citlivost, kterd umozZnuje naamplifikovat i jednu molekulu templatu,
coz miize byt zaroven i jeji velkd nevyhoda, protoze mohou vznikat falesné pozitivni
vysledky [12,13]. Schéma amplifikace je uvedeno na Obrazku 5.

1. cyklus 2. cyklus 3. cyklus
ol
—
/’ —— \ﬁ . e "
fa e | S

2 2
f_c$’4=

Primer Nlﬂva \ﬁ . — -~

A—
~ = -
° Kg DNA B R
: Nova T o —

= =—]
e - e
1 - Denaturace & =‘“"—m
2 - Plipojovani primerd

3 - Elongace
Obrazek 5:Schéma PCR, upraveno dle [14]
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2.5 DGGE

Denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je metoda, kterd se tadi mezi
fingerprintové metody a pouZzivd se pro monitoring riznorodych mikrobidlnich komunit.
Pomci této metody Ize identifikovat i 1 % mikroorganisml v populaci [19].

Analyze pomoci DGGE piedchazi izolace DNA a amplifikace DNA pomoci PCR
s jednim primerem s GC svorkou. Pro amplifikaci se obvykle vyuzivaji primery, které
ohranicuji gen kodujici 16s rRNA (Obrazek 6), ktera obsahuji vSechny bakterie. Vysledkem
jsou amplikony o stejné délce ale rtizné sekvenci.

Samotna nalyza pomoci DGGE metody je zaloZzena na elektroforetické mobilité produktii
PCR v polyakrylamidovém gelu, kdy mobilita neni zévisld na velikosti produktu PCR
ale na sekvenci dsDNA. PCR produkty jsou postupné¢ denaturovany pomoci linearniho
gradientu denaturac¢nich c¢inidel (formaldehyd, mocovina). Mobilita denaturovanych
amplikonl je zna¢né¢ omezena. Diky tomu muzou byt rozdéleny a detegovany stejné velké
fragmenty DNA s riiznorodou sekvenci.

Z davodu zabranéni kompletni denaturace, je na 5" konci DNA pfisyntetizovana
GC svorka (40 bp bohaty tsek na GC sekvence), kterd brani uplné denaturaci dsDNA.
Nejdiive denaturuji produkty PCR, které¢ jsou bohaté na AT pary, v misté s vyssi koncentraci
denaturujicich latek denaturuji produkty PCR bohatsi na GC pary.

DGGE je vysoce senzitivni metoda pro detegovani zmén 1 v jedné nukleotidové sekvenci
[15, 16]. Princip DGGE je zobrazen na Obrazku 7.

140 bp GC-svorka

Primer F 357-GC

Primer F 357
534

165 r DNA

341
Primer R518

Obrazek 6: Schématicky diagram useku rDNA amplifikovaného pomoci PCR, upraveno dle [21]
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A DNA DNA < T profilemtani | ¢
[ ! Caste¢ne
T . denaturovana
' DNA se Y
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Obrazek 7: Schéma DGGE, upraveno dle [17]
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3 CIiL PRACE

Cilem prace bylo optimalizovat podminky izolace DNA z Cerstvych syrti (kontrolnich
a kontaminovanych) a jejich 1aka v kvalité pro amplifikaci v PCR. DNA byla amplifikovana
v pomoci PCR s primery specifickymi pro doménu Bacteria a pro kvasinky.

Primery s GC svorkou budou pouZity pro ptipravu produkti PCR pro analyzu pomoci
DGGE. Nasledné¢ budou porovnany DNA pasy analyzovanych produkti PCR.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie
Agarosa pro gelovou elektroforézu (Top — Bio, CR)
DNA standard 100bp (Malamité, Moravské Prusy , CR)
DNA Lactobacillus fermentum CCM 7192 ( 100 ng/ul)
DNA Saccharomyces cerevisiae ( 10 ng/ul)
Ethanol (Lachema, Neratovice, CR)
Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)
EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctova) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Serva, Heidelberg, SRN)
Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)
Chlorid sodny (Lachema, Neratovice, CR)
Chloroform (Penta, Chrudim, CR)
Isoamylalkohol (Lachema, Neratovice, CR)
Kyselina borita (Lachema, Neratovice, CR)
Kyselina octova (Lachema, Neratovice, CR)
Lysozym (Reanal, Budapest’, Mad’arsko)
Nanéaseci pufr 10x Blue Load (Top Bio, Praha, CR)
Octan sodny (Lachema, Brno, CR)
PEG 6000 (polyethylen glykol) (Lachema, Brno, CR)
PCR vkladaci pufr 6x Yellow Load (Top Bio, Praha, CR)
Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA)
RNasa A (Sigma, St. Louis, USA)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)
Tris-baze (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Penta, Chrudim, CR)
Tetramethylethylenediamine (TEMED)
Dalsi chemikalie pouziti v praci byly v Cistoté p. a.
Magnetické ¢&astice F-kol B100 ox  P(GMA) byly piipraveny na Ustavu
makromolekularni chemie AV CR v Praze (Ing. D. Horak, CSc.).

4.1.2 Komponenty pro PCR
Voda pro PCR (Top-Bio, CR)
10x reakéni pufr kompletni pro Tag DNA polymerasu 1.1 (Top-Bio, CR)
dNTP smés (10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Top — Bio, CR)
5" primer F_eub (10 pmol/pl)
3" primer R_eub (10 pmol/pl)
5" primer F_oli (10 pmol/ul)
3" primer R_oli (10 pmol/pl)
=  Tagq DNA polymerasa 1.1 (1 U/ul) (Top-Bio, CR)
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4.1.3 Komponenty pro PCR-DGGE
Voda pro PCR (Top-Bio, CR)
10x reakéni pufr kompletni pro LA DNA polymerazu (Top-Bio, CR)
dNTP smés (10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Top — Bio, CR)
5" primer F 357 (10 pmol/ul)
5" primer F 357-GC (10 pmol/ul)
3" primer R 518 (10 pmol/ul)
DMSO enhancer
MgCl, (Top-Bio, CR)
LA DNA polymerasa (5 U/ul) (Top-Bio, CR)

4.1.4 Primery pro PCR
V Tabulce 3, 4 a 5 jsou popsany pouzité primery. Dale je v tabulkdch uvedena sekvence
primeru a velikost produktu PCR po amplifikaci.

a) Primery pro doménu Bacteria
Tabulka 3: Pouzité primery pro doménu Bacteria, jejich sekvence a velikost produktu [18]
Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
F eub 5-TCCTACGGGAGGCAGCAG T- 3’ 466
R eub 5'-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT- 3’

b) Primery pro kvasinky
Tabulka 4: Pouzité primery pro kvasinky, jejich sekvence a velikost produktu [19]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
F oli 5'-CGTCATAGAGGGTGAGAATCC- 3’ 152
R oli 5-ACTTGTTCGCTATCGGTCTC- 3’

¢) Primery pro doménu Bacteria na DGGE PCR
Tabulka 5: Pouzité primery pro PCR-DGGE, jejich sekvence a velikost produktu [20,21]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
F357 5’-CCTACGGGAGGCAGCAG- 3’ 193
R518 5-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3’
F357-GC 5’-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG
GGCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG- 3° 233
R518 5-ATTACCGCGGCTGCTGG- 3’
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4.1.5 Roztoky
a) Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bunék
= 0,5MEDTA (pH 8,0)

Piiprava:

186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody a umisténo na magnetickou
michacku. Pomoci hydroxidu sodného bylo upraveno pH na hodnotu 8,0. Roztok byl nasledné
doplnén do objemu 1000 ml destilovanou vodou, rozdélen do alikvoti a sterilizovan
v autoklavu (121 °C/20 min).

= 1M Tris-HCI (pH 7,8)
Priprava:
12,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 70 ml destilované vody. Pomoci koncentrované kyseliny
chlorovodékové bylo upraveno pH na hodnotu 7,8. Roztok byl nésledné doplnén destilovanou
vodou do objemu 100 ml a sterilizovan v autoklavu (121 °C/20 min.).

= Lyzacni roztok A
Priprava:
Roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich roztoktt 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované
vody.

* Modifikovany lyzac¢ni roztok A
Modifikovana lyzac¢ni roztok A se lisi od nemodifikovaného koncentraci EDTA (15 mM)
Priprava:
Roztok byl piipraven sterilné ze zasobnich roztoki 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Byl smichan 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 3 ml EDTA (pH 8,0) a 96 ml destilované
vody.

» Lyzacniroztok B
Priprava:
Adekvatni mnozstvi lysozymu bylo ptfiddno do lyza¢niho roztoku A v mnozstvi 10 mg/ml
tésné pred pouzitim. Roztok byl ptipravovan vzdy Cerstvy.

= 20 % SDS
Priprava:
20 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml sterilni destilované vodé pii teplot¢ 68 °C. Pomoci
koncentrované HCI bylo upraveno pH na 7,0. Roztok byl doplnén do 100 ml destilovanou
vodou. Roztok nemusi byt sterilizovan.

* Proteinasa K (1 mg/ml)
Piiprava:
Na analytickych vahach bylo navaZzeno 10 mg proteinasy K, roztok byl doplnén destilovanou
vodou do 10 ml a rozdélen do alikvotii. Roztok byl uchovavan pfi teploté - 20 °C.
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= RNasa A (1 mg/ml)
Priprava:
Na analytickych vahach bylo navazeno 10 mg RNasy A, navazka byla rozpusSténa
v 10 ml pufru (10 mM Tris-HCI (pH 7,8) a 15 mM NaCl) a roztok byl rozdélen do alikvoti.
Roztok byl uchovéavan pfi teploté - 20 °C.
b) Roztoky pro izolaci DNA
= Fenol
Destilovany fenol nasyceny TE pufrem o pH 7,8

= CIZ
Smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1

= 3 M Octan sodny (pH 5,2)
Priprava:
408,1 g trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Pomoci ledové
kyseliny octové bylo upravilo pH na hodnotu 5,2. Roztok byl doplnén destilovanou vodou
do objemu 1000 ml a rozdélen do alikvott a sterilizovan v autoklavu (121 °C, 20 minut).

= TE pufr
Piiprava:
Roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich roztokti 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Byl smichan 1 ml pufru Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 98 ml
destilované vody.
¢) Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

= 5x TBE pufr
Priprava:
54 g Tris-baze, 27,5 g kyseliny borit¢ a 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) bylo smichéno
a doplnény destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml.

= 0,5x TBE pufr
Priprava:
100 ml 5x TBE pufru bylo smichdno s 900 ml destilované vody.

= Roztok ethidiumbromidu
Piiprava:
100 pl ethidium bromidu (500 pg/ml) bylo napipetovano do 500 ml destilované vody
v barvici lazni.

d) Roztoky pro DGGE (8% polyakrylamidovy gel)

= Roztok 50x TEA pufru
Priprava:
242 g 2M Tris-baze, 100 ml 0,5 M EDTA a 57,1 ml kyseliny octové bylo smichéno
a doplnéno destilovanou vodou do celkového objemu 1000 ml. pH bylo upraveno na hodnotu
3,0.
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= Roztok 20% peroxodisiranu amonné¢ho
Priprava:
200 mg peroxodisiranu amonného (APS) bylo smichano se 100 pl vody. Roztok
byl uchovévan pfi teploté - 20 °C.

= 40 % akrylamid/bisakrylamid (37,5:1)
Priprava:
114 g akrylamidu a 6 g bisakrylamidu bylo rozpusténo v 200 ml vody a doplnéno na konecny
objem 300 ml.

= 0 % denaturant
Priprava:
75 ml 40 % akrylamidu/bisakrylamidu (37,5:1) bylo smichano s5 ml 50x TEA pufru
a doplnéno na objem 500 ml. Roztok byl skladovan ve tmé¢ a pii teploté 4 °C.

= 100% denaturant (7M mocovina, 40 % formamid)
Priprava:
210 g mocoviny, 200 ml formamidu, 75 ml 40 % akrylamidu/bisakrylamidu (37,5:1) a 5 ml
50x TEA pufru bylo smichano a doplnéno na objem 500 ml. Roztok byl michdn do vycefeni
a byl skladovéan ve tmé a pfi teploté 4 °C. Pfed pouzitim byla mocovina rozpusténa pii 37°C.

e) Pomiicky a pristroje

* Analyticke vdhy pioneer TM PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA)

= BagSystem (Interscience Saint-Nom-la-Breteche, Francie)

= (Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, SRN)

» DGGE elektroforéza (INGENYphorU, Goes, Holandsko)

= Exikator (KIF LAB, Freiburg, SRN)

= Hybridiza¢ni inkubator model 2000 (SciGeneSunnyvale, CA USA)

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

= Magneticka separator life (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)

= Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (PZ HTL, Polsko)
= Mikrovlnna trouba SMW 2320 (Sencor, Praha, CR)

= NanoPhotometerr™ (Implen, Mnichov, Némecko)

= Stomacher BagMix (Interscience, Francie)

* Transluminator TVR 312A (Spectroline, Albany, USA)

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

= Termocykler TC-24/H (BIOER, Cina)

= Termostat — Mini Incubator 230V (Labnet, New Jersey, USA)

= Zafizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, Rochester, USA)
= Zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, Holliston, USA)
= Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Endurion (Labnet, Korea)

= Vortex (BioSan, LotySsko)

= Bé&zné laboratorni sklo a umélohmotné laboratorni pomucky.
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f) Vzorky syri a laku
Ptehled vSech analyzovanych vzorki syrt a laki je shrnut v Tabulce 6, 7, 8 a 9.

Tabulka 6: Prehled syru z komercni site pouzitych pro optimalizaci pripravy vzorkii v tieci
misce

Syr Typ Datum

1.x Tvrdy syr 8. 10.2012
2.X Cerstvy syr 8. 10.2012
3.x Taveny syr 8. 10. 2012

Tabulka 7: Prehled cerstvych syrit pouzitych pro optimalizaci pripravy vzorkii v tFeci misce
a pomoci stomacheru

Syr Typ Kontaminace Datum ID
1.0 Cerstvy syr Kontrola 4.2.2011  337/5
2.0 Cerstvy syr ~ Kontaminovany 4. 2.2011

Tabulka 8: Prehled syrii pouzitych pro porovnani mikrobidlni mikroflory na DGGE

Syr Typ Kontaminace Datum ID Zapach
1.1. Cerstvy syr 7.12.2011  341/4 —
2.1. Cerstvy syr Kontrola 4.2.2011  338/5 -
3.1. Cerstvy syr Neznamé 322/3 —
1.2. Cerstvy syr 9.9.2011 T
2.2. Cerstvy syr 12.9.2011 +
3.2. Cerstvy syr , . 29.9.2011 _ =+
42, Serstvy sgr | OMMAMINOVANY 1 5y g ag1q +
5.2 Cerstvy syr 23.9.2011 - ++
6.2. Cerstvy syr 30.9.2011 _ +

+, ++, +++ intenzita zapachu

Tabulka 9: Prehled lakii pouZitych pro porovnani mikrobialni mikroflory na DGGE

Syr Typ Kontaminace Datum ID Zapach Barva
1.1.L L&k Cerstvého syru 7.12.2011 341/4 --- ---
2.1.L L&k Cerstvého syru Kontrola 4.2.2011 338/5 - -
3.1.L L&k Cerstvého syru Neznamé 322/3 --- ---
1.2.L  Lék Cerstvého syru 9.9.2011 - -+ Namodrala
2.2.L. L&k Cerstvého syru 12.9.2011 — +++ Bila
32.L L&k Cerstvého syru ) . 29.9.2011 _ ++ Bila
421 L4K Serstvého syru.| NOMAMINOVANY 151 5 5611 _ ++ Bila
5.2.L L&k Cerstvého syru 23.9.2011 _ +++ Bila
6.2.L  Lék Cerstvého syru 30.9.2011 - ++ Bila

+, ++, +++ intenzita zapachu
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4.2 Metody

4.2.1 Zpracovani syrii pomoci tfeci misky a priprava hrubych lyzati bunék

= 5 g navazeného vzorku syru bylo rozetfeno ve sterilni tfeci misce s 2,5x nasobek
sterilni vody (12,5 ml)

* Vznikla suspenze byla prefiltrovana ptes sterilni gdzu do suché zkumavky, ze které
bylo odpipetovano 1,5 ml. Suspenze byla stocena pii 10 000 ot/3 min, supernatant
byl slit a k sedimentu bylo pfidano dalSich 1,5 ml suspenze a vzorek byl stocen
pii 10 000 ot/3 min

= Supernatant byl opét slit a bylo pfidano 1 ml vody (promyti), vzorek byl nasledné
stocen 10 000 ot/3 min

= Supernatant byl slit a ziskany sediment byl resuspendovan v 1 ml roztoku B (poprvé
bylo ptidano 200 pl poté 800 ul)

* Vzorek byl nechan 1 hod pfi laboratorni teploté

= Poté bylo k vzorku ptidano 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (100 pl/ ml)

» Takto vznikly roztok byl nechan lyzovat se do dalSiho dne v inkubdatoru pti 55 °C [22]

4.2.2 Zpracovani syrii pomoci BagSystemu a priprava hrubych lyzati bunék

* 5 gnavazeného vzorku syru bylo vloZeno do sterilniho sacku s membranou BagFilter,
ke kterému byl pfidano 2,5x nasobek sterilni vody (12,5 ml)

* BagFilter byl vlozen do stomacheru a vzorek byl homogenizovan 25 min
za obCasného promichani

= Z prostoru za membranou bylo pipetou odsato 1,5 ml supernatantu a ten byl sto¢en pfi
10 000 ot/3 min, supernatant byl slit a k sedimentu bylo pfidano dalSich 1,5 ml
zhomogenizovaného vzorku a vzorek byl stocen pti 10 000 ot/3 min

= Supernatant byl opét slit a byl pfidan 1 ml vody (promyti), vzorek byl nasledné stocen
10 000 ot/3 min

= Supernatant byl slit a ziskany sediment byl resuspendovan v 1 ml roztoku B (poprvé
bylo ptidano 200 pl poté 800 ul)

* Vzorek byl nechan 1 hod pfi laboratorni teploté

= Poté bylo k vzorku ptidano 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (100 pl/ ml)

= Takto vznikly roztok byl nechan lyzovat se do dal§iho dne v inkubatoru pti 55 °C

4.2.3 Zpracovani laki syri a priprava hrubych lyzati bunék

* Vzorek v Eppendorfové zkumavce byl stocen pii 10 000 ot/3 min a slit, k sedimentu
byl pfidan 1 ml vody (promyti), vzorek byl nasledné stocen pti 10 000 ot/3 min

= Supernatant byl slit a sediment byl resuspendovan v 1 ml modifikovanho roztoku B
(poprvé bylo pridano 200 ul poté 800 pl)

= Vzorek byl nechan 1 hod pfi laboratorni teploté

= Poté bylo k vzorku pfidano 75 ul 20 % SDS, 10 pl proteinasy K (100 pl/ml) a 10 pl
RNasy A (100 pl/ml)

= Takto vznikly roztok byl nechan lyzovat do dalSiho dne v inkubatoru pii 55 °C
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4.2.4 Lyze syru a laka pomoci opakovaného zamraZeni
» Vzorek hrubych lyzath byl zamraZen do zatuhnuti pfi - 20 °C
= Poté byl rozehtat pii 70 °C po dobu 5 min za obasného michani
* Vzorek byl opét zamraZen do zatuhnuti pii - 20 °C
* Nasledné byl rozehtan pti 70 °C po dobu 5 min za ob¢asného michani
» Vzorek byl potieti zamrazen do zatuhnuti pfi - 20 °C
* Nakonec byl vzorek rozehran pii laboratorni teploté a uchovavan pfti - 20 °C [23]

4.2.5 Izolace DNA z lyzati bunék pomoci magnetickych nosici

= Do dcist¢é Eppendofovy zkumavky byly napipetovany komponenty separa¢ni smési
v poradi dle Tabulky 11.

* 15 minut byla nechana DNA véazat se na nosice

= Poté byla na 15 minut vloZzena Eppendorfova zkumavka do magnetického separatoru
a supernatan byl nasledné odpipetovan

» Sediment byl 2x promyt 70% ethanolem (1x 1 ml a 1x 0,5 ml)

* Eppendorfova zkumavka s DNA navdzanymi na nosi¢i byla vyndana z magnetického
separatoru a bylo do ni nepipetovany 100 ul TE pufru

* Eluce DNA do pufru probihala 1 hod, poté byla Eppendorfova zkumavka vracena
do magnetického separatoru, kde byly odseparovany magnetické nosCe a eluovana
DNA byla napipetovana do ¢isté Eppendorfovy zkumavky [24]

Tabulka 10: Vlastnosti pouzitym magnetickych castic, prevzato z [25]
Castice P Fe [%hm] -COOH [mM/g]  Primér [pum] PDI
F-kol B100 ox PGMA 5,4 0,67 0,7 1,16

Tabulka 11: Separacni smés pro vysledny 8 % PEG 6000

Poradi Komponenta V [ul]
1. NaCl (5 M) 400
2. Lyzaty bunék 350
3. PEG (40 %) 200
4 Magn. ¢astice (2 mg/ul) 50

4.2.6 Izolace DNA z lyzati bunék pomoci fenolové extrakce
» K lyzatu bun¢k (500 ml) byl pfidan stejny objem fenolu (500 ml)
= Smés byla 4 minuty jemn¢ promichavana a pak stocen pii 14 500 ot/ 3 min
* Vodni vrstva s DNA (horni) byla odpipetovana do nové Eppendorfovy zkumavky
* Smés byla 4 minuty jemn¢ promichavana a poté stocena pii 14 500 ot/ 3 min
* Vodni vrstva s DNA (horni) byla odpipetovana do nové Eppendorfovy zkumavky
= K vodni vrstvé bylo ptidano 1/10 objemu 3M octanu sodného (35 pl) a 2,5x objemu
ethanolu (1 ml)
» Vzorek byl vlozen do — 20 °C na 1 hod pro vysrazeni DNA
* Po vyjmuti byl vzorek ohtét a stocen pfi 14 500 ot./ 20 min
* Nasledné byl ethanol slit a DNA byla nechdna ususit do sucha v exikatoru (15 min)
» Po vysuseni byla DNA eluovana do 100 ul TE pufru
* DNA byla uchovavéna v lednici [24]
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4.2.7 Precisténi DNA
» Bylo postupovano stejnym zpiisobem jako v kapitole 4.2.5, stim rozdilem,
ze komponenty byly pipetovany dle Tabulky 12 a DNA byla eluovana do 50 pl
TE pufru

Tabulka 12: Separacni smés pro precisteni DNA (16 % PEG 6000)

Por. Komponenta V [ul]
1. NaCl (5 M) 200
2. DNA 50
3. PEG (40 %) 200
4. Magn. ¢astice (2 mg/ul) 50

4.2.8 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
= Bylo postupovéano dle navodu k pfistroji NanoPhotometr
= Jako BLANK byl pouzit TE pufr
= Na displeji byla odectena koncentrace DNA a pomér Azgonm/A280nm

4.2.9 Konven¢ni PCR pro doménu Bacteria a pro kvasinky
Amplifikace byla provadéna v celkovém objemu amplifikacni smési 25 ul. Amplifikacni
smési byly pfipravovany ve formé master mixt podle Tabulky 13 pro doménu Bacteria. PCR
program pro doménu Bacteria je popsan v Tabulce 14. Pfiprava smési pro kvasinky
jeuvedena v Tabulce 15 a program pro kvasinky je v Tabulce 16. DNA pro PCR
byla nafedéna na 10 ng/pl. Pro amplifikaci byla pouzita Tag polymerasa 1.1

4.2.9.1 PCR pro doménu Bacteria

Tabulka 13: Slozeni PCR smési pro doménu Bacteria [18]

Komponenta V [ul]
Voda pro PCR 17
10x Taq pufr kompletni 2,5
dNTP (10 mM) 0,5
5" primer F_eub (10 pmol/ul) 1
3" primer R_eub (10 pmol/ul) 1
Taq DNA polymerasa 1.1 (1 U/pl) 1
DNA (10 ng/ul) 2
Celkovy objem 25
Tabulka 14: Program pro konvencni PCR pro doménu Bacteria
Krok Teplota [°C] Cas[s] Podet cykli
Iniciaéni krok 95 300 1
Dneaturace DNA 95 30
Hybridizace primert 55 30 30
Syntéza DNA 72 60
Terminac¢ni krok 72 600 1
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4.2.9.2 PCR pro Kvasinky
Tabulka 15: Slozeni PCR smési pro kvasinky [19]

Komponenta V [ul]
Voda pro PCR 18
10x Taq pufr kompletni 2,5
dNTP (10 mM) 0,5
5" primer F_oli (10 pmol/ul) 0,5
3" primer R_oli (10 pmol/pl) 0,5
Tag DNA polymerasal.l (1 U/ul) 1
DNA (10 ng/ul) 2
Tabulka 16: Program pro konvencni PCR pro kvasinky
Krok Teplota [°C] Cas[s] Pocet cykli
Inicia¢ni krok 94 300 1
Denaturace DNA 94 30
Hybridizace primert 51 30 30
Syntéza DNA 72 60
Terminac¢ni krok 72 600 1

4.2.10 PCR pro pouziti na DGGE
Amplifikacni smés byla pfipravovana ve form& master mixti o celkovém objemu 50 pl.
DNA pro PCR-DGGE byla nafedéna na 100 ng/ul. Pro amplifikaci byla pouzita
LA polymerasa. Modifikovéano dle [26].

4.2.10.1 Ovéreni sloZeni PCR smési a amplifikovatelnosti pomoci PCR
PCR smés byla ptipravena ve form¢ master mixu dle Tabulky 17 amplifikace
byla provedena podle programu v Tabulce 18. Amplifikované produkty PCR byly ovéfeny
dle kapitoly 4.2.11.5.
Tabulka 17: Slozeni PCR-DGGE smési pro overeni programu a amplifikovatelnosti DNA
Komponenta V [ul]
Voda pro PCR
LA pufr 10x kompletni
dNTP (10 mM)
F357 / F357 GC (10 pmol/pl)
R528 (10 pmol/ul)
DMSO
MgClz
LA polymerasa (5U/ul)
DNA (100 ng/ul)
Celkovy objem 50
Tabulka ¢. 18: Program pro PCR-DGGE na doménu Bacteria
Krok Teplota [°C] Cas[s] Pocet cykli
Iniciaéni krok 95 300 1
Denaturace DNA 95 60
Hybridizace primerti 50 45 30
Syntéza DNA 72 60
Terminac¢ni krok 72 600 1

—-0\Nwwwmg
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4.2.10.2 Optimalizace PCR s primery bez GC svorky a s GC svorkou

Celkem bylo pfipraveno 12 smési master mixu s riznymi komponentami, které jsou
popsany v Tabulce 19. V Sesti sméesich bylo ménéno mnozstvi ANTP, MgCl, a PCR vody.

Sest PCR smési bylo piipraveno s primerem F357 bez svorky a R548 a Sest smési
s primerem F357 GC a R458.
Tabulka 19: Tabulka smeési pro optimalizaci PCR-DGGE

SmésA SmésB SmésC SmésD SmésE SmésF

Komponenta vViull VW] Viul] Vul] Viul] V][ul]
Voda pro PCR 28 26 24 29 27 25
LA pufr 10x kompletni 5 5 5 5 5 5
dNTP (10 mM) 3 3 3 2 2 2
F357 /F357 GC (10 pmol/ul) 2 2 2 2 2 2
R528 (10 pmol/pul) 2 2 2 2 2 2
DMSO 2 2 2 2 2 2
MgCl, 6 8 10 6 8 10
LA polymerasa (5U/ul) 1 1 1 1 1 1
DNA (100 ng/pl) 1 1 1 1 1 1

4.2.10.3 Zjisténi optimalniho mnoZstvi PCR produktu s GC svorkou pro vizualizaci
na gelové elektroforéze
Pro ovéteni amplifikovatelnosti pomoci gelové elektroforézy bylo na gel nanédseno
mnozstvi produktu PCR dle Tabulky 20
Tabulka ¢. 20: Prehled mnozstvi amplikonit nanesenych na gel

PCR produkt Voda 6x NanasSeci pufr Celkovy objem
[ul] [ul] [ud] [ul]

1 14 3 18
3 12 3 18
5 10 3 18

4.2.10.4 Amplifikace DNA izolované ze syri a laki s primerem s GC svorkou

DNA izolovan4 metodou fenolové extrakce byla nafedéna na 100 ng/pl. PCR smés byla
piipravena ve form¢& master mixu dle Tabulky 21 a byla provedena PCR podle programu
uvedeného v Tabulce 18, amplifikace DNA byla provedena dle 4.2.11.5.
Tabulka 21: Slozeni optimalizované PCR smési

Komponenta V [ul]
Voda pro PCR 26
LA pufr 10x komlpetni
dNTP (10 mM)

F primer (10 pmol/pl)
R primer (10 pmol/pul)
DMSO enkaner

MgClz

LA polymerasa (5U/ul)
DNA (100 ng/ul)

— = 00 N NN W W
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4.2.11 Agarosova gelova elektroforéza

4.2.11.1 Piiprava gelu a priibéh elektroforézy pro hrubé lyzaty bunék

Byl piipraven 0,8 % agarosovy gel, na ktery bylo naneseno 20 pl hrubého lyzatu
bunék a 3 pl 10x koncentrovaného nanaSeciho pufru (Blue loading)

Elektroforéza probihala 1h a 30 min pfi konstantnim napéti 60 V

Nasledné byl gel 25 minut barven v 1azni s ethidiumbromidem

Takto pfipraveny gel byl poté vizualizovan na transiluminatoru a dokumentovan
fotograficky

4.2.11.2 Priprava gelu a pribéh elektroforézy pro ovéreni relativni intaktnosti DNA

Byl piipraven 0,8 % agarosovy gel, na ktery bylo naneseno 20 pl eluované DNA
a 3 ul 10x koncentrovaného nanaseciho pufru (Blue loading)

Elektroforéza probihala 1h a 40 min pii konstantnim napéti 60 V

Nasledné¢ byl gel 25 minut barven v lazni s ethidiumbromidem

Takto pfipraveny gel byl poté vizualizovan na transiluminatoru a dokumentovan
fotograficky

4.2.11.3 Priprava gelu a priibéh elektroforézy pro analyzu PCR produkti dom.

Bacteria
Byl pfipraven 1,8 % agarosovy gel, na ktery bylo naneseno 25 pl produktu PCR a 5 pl
6x koncentrovaného nanaseciho pufru (Orange loading)
Elektroforéza probihala 1h a 30 min pfi konstantnim napéti 90 V
Nasledné byl gel 25 minut barven v 1azni s ethidiumbromidem
Takto pfipraveny gel byl poté vizualizovdn na transiluminitoru a dokumentovan
fotograficky

4.2.11.4 Priprava gelu a priibéh elektroforézy pro analyzu PCR produkti Kvasinek

Byl ptipraven 2 % agarosovy gel, na ktery bylo naneseno 25 pl produktu PCR a 5 pl
6x koncentrovaného nanaseciho pufru (Orange loading)

Elektroforéza probihala 2h pti konstantnim napéti 80 V

Nasledné byl gel 25 minut barven v 1azni s ethidiumbromidem

Takto ptipraveny gel byl poté vizualizovan na transilumindtoru a dokumentovan
fotograficky

4.2.11.5 Detekce PCR produktu se svorkou pomoci gelové elektroforézy

Byl ptipraven 1,5 % agarosovy gel, na ktery se naneslo 5 pl produktu PCR, 10 ul vody
a 3 pl 6x koncentrovaného nanéaseciho pufru (Orange loading)

Elektroforéza probihala 1h a 40 min pfi konstantnim napéti 90 V

Nasledné byl gel 25 minut barven v 1azni s ethidiumbromidem

Takto pfipraveny gel byl poté vizualizovan na transiluminatoru a dokumentovan
fotograficky
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4.2.12 DGGE produkti PCR s primery obsahujici GC svorku

4.2.12.1 Piiprava aparatury [28,29]
Bylo postupovano dle navodu k pfistroji, cely postup je popsan v piiloze v kapitole 10.1.

4.2.12.2 Piiprava gradientového gelu (40 % - 60 % gradient)

Do dvou zkumavek LC (Low concentration) a HC (High concentration) byla pfipravena
koncentrace denaturantil dle Tabulky 22. Do kazdé zkumavky bylo pfidano 100 ul 20 % APS
a 5 ul TEMED. HC roztok byl nalit do smésného separatoru v ¢asti s oznacenim HC
a s magnetickym michadlem. Nasledn¢ byl pooto¢en smésny ventil pro odstranéni vzduchu
a zase uzavien. Do druhé ¢asti byl nalit LC roztok. Byl otevien ventil a zapnuta pumpa. Gel
byl hadickou ptivadén do aparatury /27]

Tabulka 22: Priprava denaturacniho gradientu
0 % denaturant [ml]  100% denaturant [ml]
LC 40 % 15 10
HC 60 % 10 15

4.2.12.3 Priprava zaostrovaciho gelu

Po zatuhnuti gradientového gelu (1 hod) bylo smichdno 7 ml 0 % denaturantu, 100 pl
20 % APS a 5 ul TEMED a roztok byl napipetovan nad gradientovy gel. Zaostfovaci gel
tuhl 10 min [28,29].

4.2.12.4 Analyza pomoci DGGE

Na gel byly nanaseny PCR produkty podle Tabulky 23. Pfed nanesenim vzorku byla kazda
komutrka vyplachnuta TEA pufrem, pro odstranéni vysraZzené mocoviny. Po naneseni
produkti PCR byl zapnut zdroj na 125 V po dobu 10 minut pro vyputovani vzorki

ze zaostfovaciho gelu. Nasledné probihala DGGE 20 hod pii konstantnim napéti 75V.
Tabulka 23: Mnozstvi nanaseného PCR produktu na DGGE

Produkt PCR 6x Orange

Vzorek [ul] loading [pl]
1.1 25 5
2.1 25 5
3.1 25 5
1.2 25 5
2.2 25 5
3.2 25 5
4.2 25 5
5.2 25 5
6.1 25 5

1.1L 25 5
2.1L 25 5
3.1L 25 5
1.2L 10 2
2.2L 10 2
3.2L 10 2
4.2L 10 2
5.2L 10 2
6.2L 10 2
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5 VYSLEDKY

5.1 Optimalizace postupu homogenizace, lyze bunék a izolace DNA z realnych
vzorku syra

a) Homogenizace vzorki syri z komercni sité pomoci tieci misky

Navazky 5 g syrt z komer¢ni sité uvedenych v Tabulce 6 byly homogenizovany v tieci
misce a dale zpracovany dle postupu v kapitole 4.2.1. Z pfiipravenych lyzati bunck bylo
dle postupu v kapitole 4.2.5 pomoci magnetického nosice izolovana DNA. DNA a lyzaty
bunék byly naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.1 a 4.2.11.2.
Vysledek elektroforézy je zobrazen na Obrazku 8.

Nanaseno Detek
Béh Syr  Izolace DNA crekee

[ul] DNA
1 1.x 20 —
2 2.x  Magnetické Castice 20 -
3 3.x 20 —
4 1.x 20 ++
5 2.x  Hruby lyzat bun¢k 20 +++
6 3.x 20 +

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA
— DNA nedetegovana

Obrazek 8: Agarosova gelova elektroforéza - DNA izolovand pomoci magnetickych nosicii a DNA
v hrubych lyzatech bunék ze vzorkii syrit z komercni sité

DNA eluovand z magnetickych nosi¢i nebyla na gelu detegovana. Byla detegovana
vysokomolekuldrni DNA v lyzatech bun¢k. Krom& DNA byla detegovana i RNA.

b) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Koncentrace a cistota DNA byla méfena pomoci NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8
a vysledek je uveden v Tabulce 24

Tabulka 24: Koncentrace a cistota DNA ze syrii z komercni sité eluovana z magnetickych
castic do 100 ul TE pufiru
S}”I' Typ S}”I'u Objem DNA [Ml] ¢ DNA [Ilg/ pl] A260nm/ Azg()nm

1.x Tvrdy 100 15,8 1,79
2.x Cerstvy 100 30,5 1,84
3.x Taveny 100 8,75 1,79

DNA byla izolovéana v koncentracich 8,75 - 30,5 ng/ul, pomér Azeonm/A280nm byl v rozmezi
1,79 - 1,84.

29



¢) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

DNA byla fedéna 10x a do PCR smési byla ptfidana nefedéna a 10x fedénd DNA. PCR
smés byla pfipravend s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. PCR produkty byly
analyzovany pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Vysledek je uveden

na Obrazku 9.
1204 S 6 ) /E Bl . DNA v Detekee
, Redéni ’
Syr DNA P(?R produkta
smési [ng] PCR
Neg. kontrola --- 0 _
Poz. kontrola --- 20 -+
1.x Ix 31,6 —
1.x 10x 3,16 +++
2.x Ix 61,0 —
2.x 10x 6,1 +++
3.x 1x 17,5 ++
3.x 10x 1,75 +++

DNA standard S — .

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan

Obrazek 9: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp). DNA izolovand magnetickymi
nosici ze vzorkii syrii z komercni sité byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria

Amplifikovala se pouze 10x fedénd DNA s vyjimkou syra 3.x, jehoz DNA se amplifikovala
i bez fedéni. DNA obsahuje inhibitory.

5.2 Optimalizace postupu homogenizace, lyze bunék a izolace DNA z vzorkii
cerstvych syri

a) Homogenizace ¢erstvych syru pomoci tifeci misky
Navazky 5 g Cerstvych syrt uvedenych v Tabulce 7 byly homogenizovany v tieci misce
dle postupu v kapitole 4.2.1. Z takto ptipravenych hrubych lyzati byla dle postupu v kapitole
4.2.5 pomoci magnetickych nosict izolovana DNA.

b) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Koncentrace a cistota DNA byla méfena pomoci NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8

a vysledek je uveden v Tabulce 25

Tabulka 25: Koncentrace a cistota DNA z Cerstvych syru eluovana z magnetickych castic
do 100 ul TE pufru

Syr Typ ID Objem DNA [ul] ¢ DNA[ng/ul]  Az60nm/A280nm
1.0 Cerstvy syr 337/5 100 9,50 1,69
2.0 Cerstvy syr  kontrola 100 2,75 1,65

DNA byla izolovéana v koncentracich 2,75 - 9,50 ng/ul, pomér Ajeonm/A28onm byl v rozmezi
1,65 - 1,69.
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466 bp

¢) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR
DNA byla zfedéna 10x a do smési pro PCR byla ptfiddna nefedéna a 10x fedéna. Smeés pro
PCR byla pfipravend s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. Produkty PCR byly
analyzovany pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Vysledek je uveden
na Obrazku 10.

A s TR T T

DNA v Detekce

Beh Syr I};ﬁ‘f PCR  produkti

smési [ng] PCR

1 Neg. kontrola -—- 0 —

2 Poz. kontrola - 20 +++

3 1.0 Ix 19 +++

4 1.0 10x 1,9 ++

S 2.0 1x 5,5 I

6 2.0 10x 0,55 ++

7 DNA standard - - -

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan

Obrazek 10: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp). DNA izolovana
magnetickymi nosici ze vzorkii Cerstvych syrii byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria

Produkty PCR specifické pro doménu Bacteria byly detegovany po amplifikaci DNA
izolované magnetickymi nosici z Cerstvych syrt 1.0 a 2.0. Produkty PCR byly rizné intenzity.

d) Homogenizace Cerstvych syri pomoci Stomacheru

Navazka 2 g Cerstvych syrt uvedenych v Tabulce 7 byly homogenizovany s 18ml vody
pomoci stomacheru podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Z takto pfipravenych lyzati
bun¢k byla dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.5 pomoci magnetickych nosic¢l izolovana
DNA. Kazdy vzorek byl navazen 4x.

e) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Koncentrace a cistota DNA byla méfena pomoci NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8
a vysledek je uveden v Tabulce 26.

Tabulka 26: Koncentrace a cistota DNA z Cerstvych syrii eluovand z magnetickyh castic
do 100 ul TE pufru

Syr Vzorek  Typ ngie[n;l] ¢ DNA[ng/ul] g;”ﬁir;il] Asgomm/Assonm
1 Cerstvy syr 100 4,50 1,73
10 2 (:?erstvy Syr 100 4,50 fa 1,78
' 3 Cerstvy syr 100 4,00 ’ 1,77
4 Cerstvy syr 100 4,75 1,75
5 Cerstvy syr 100 4,50 1,76
5 6 (:Ierstvy Syr 100 3,50 a 1,81
’ 7 Cerstvy syr 100 3,00 ’ 1,83
8 Cerstvy syr 100 3,50 1,77
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DNA byla izolovana v koncentracich 3,0 — 4,75 ng/ul, pomér Azeonm/A280nm byl v rozmezi
1,73 - 1,83. Z divodu velmi podobnych koncentraci byly vzorky pro stejny syr smichany.

f) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

DNA byla zfedéna 10x a 100x, do smési pro PCR byla pfidana nefedénd, 10x fedénd a
100x fedéna. Smés pro PCR byla pfipravena s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.1.
Produkty PCR byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3,
vysledek je uveden na Obrazku 11.
DNA v Detekce

lam2 3 5. 6

Syr 1};’1‘\1&“ PCR  produkti

smési [ng] PCR

1 Neg. kontrola --- 0 -

2 1.0 1x 8,8 +++

3 1.0 10x 0,88 ++

4 1.0 100x 0,088 +

5 2.0 1x 7,2 +++

6 2.0 10x 0,72 ++

7 2.0 100x 0,072 =

8 Poz. kontrola - 20 +++

+, ++, +++ Intenzita detegovaného p. PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan 9  DNA standard --- --- ---
Obrazek 11: Agarosovad gelova elektroforéza produktit PCR (466 bp). DNA izolovana magnetickymi nosici
ze vzorku Cerstvych syru byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria

DNA byla amplifikovana ve vSech vzorcich. Produkty PCR byly rizné intenzity.

g) Modifikovana homogenizace vzorku cerstvych syri pomoci Stomacheru
Modifikace postupu spocivala v homogenizaci vétsiho mnozstvi Cerstvého syru.
Navazka 5 g Cerstvych syri uvedenach v Tabulce 7 byly homogenizovany s 20 ml vody
pomoci stomacheru podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Z takto piipravenych lyzati
bun¢k byla dle postupu v kapitole 4.2.5 pomoci magnetickych nosicl izolovana DNA.

h) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Koncentrace a cistota DNA byla méfena pomoci NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8
a vysledek je uveden v Tabulce 27.

Tabulka 27: Koncentrace a cistota DNA z cerstvych syrii eluovand z magnetickyh cdstic
do 100 ul TE pufru

Syr ID Typ Objem DNA [ul] ¢ DNA [ng/ul]  Az60nm/A280nm
1.0 337/5  Cerstvy syr 100 7,5 1,78
2.0  kontrola Cerstvy syr 100 12,5 1,76

DNA byla izolovéana v koncentracich 7,5 - 12,5 ng/ul, pomér Ajeonm/Az80nm byl v rozmezi
1,76 - 1,78.
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i) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

DNA byla zfedéna 10x a 100x, do smési pro PCR byla pfidana nefedéna, 10x fedéna a
100x fedéna. Smés pro PCR byla pfipravend s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.1.
Produkty PCR byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3.
Vysledek je uveden na Obrazku 12.

DNA v Detekce

Syr Rglc\lle;u PCR produktil
smési [ng] PCR
1.0 1x 15 +++
1.0 10x 1,5 ++
1.0 100x 0,15 +
2.0 1x 25 +++
2.0 10x 2,5 ++
2.0 100x 0,25 ++
Poz. kontrola — 20 -+
DNA standard - — —

Neg. kontrola --- — _

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR

) ; , ~ —Produkt PCR nebyl detegovan o
Obrazek 12: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp). DNA izolovana magnetickymi

nosici ze vzorkii Cerstvych syrit byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria

Produkty PCR byly detegovany v rtizné intenzité.

5.3 1Izolace DNA ze vzorki Cerstvych syri pro porovnani jejich bakterialni
mikroflory
a) Homogenizace ¢erstvych syri pomoci stomacheru

Navazky 5 g Cerstvych syrti uvedenych v Tabulce 8 byly homogenizovany s 12,5 ml vody
pomoci stomacheru podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Z takto pfipravenych lyzati
bunék byla dle postupu v kapitole 4.2.5 pomoci magnetickych nosicli izolovana DNA. Lyzaty
bunék byly naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.1. Takto pfipraveny
gel byl poté vizualizovan na transilumindtoru. Vysledek elektroforézy je zobrazen
na Obrazku 13.

I es a4 506 7 81Y 5 . Nana$eno  Detekce
Beéh  Syr

" DNA (] DNA
1 1.1 20 +
2 2.1 20 +
RNA 3 3.1 20 +
4 1.2 Hruby 20 ++
5 2.2 lyzat 20 F

6 32 bunék 20 +++

7 4.2 20 +++
8 52 20 +
9 6.2 20 +

+, ++, +++ Intenzita detegované¢ho produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan

Obrazek 13: Agarosova gelova elektroforéza DNA v hrubych lyzatech bunek ze vzorkii
cerstvych syrii (kontrolnich a kontaminovanych) 33



Byla detegovana vysokomolekularni DNA v rizném mnoZzstvi. Kromé DNA byla
detegovana i RNA.

b) Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Ccistota DNA izolovand pomoci magnetickych nosi¢li byla méfena

na pristroji NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Vysledek je uveden v Tabulce 28.

Tabulka 28: Koncentrace a cistota DNA z cerstvych syri eluovana z magnetickyh cdstic
do 100 ul TE pufru

Syr Typ D DNA Ly ¢ DNADERI  Asson/ At
1.1 Cerstvy syr Kontrola 100 0 -
2.1 Cerstvy syr Kontrola 100 0 -—-
3.1 Cerstvy syr Kontrola 100 0 -
1.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 100 0 -
2.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 100 0 -
3.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 100 0 -
4.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 100 0 -—-
5.2 Cerstvy syr ~ Kontaminovny 100 0 -
6.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 100 0 -—-

Koncentrace DNA byla pod mezi detekce NanoPhotometru.

¢) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

I ptesto Ze nebyla spektrofotometricky zméfena zadna koncentrace DNA, byly pfipraveny
smési pro PCR dle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.2.9.1. Produkty PCR byly nasledné
analyzovany pomoci gelové elektroforézy dle kapitoly 4.2.11.3. Vysledek je uveden
na Obrazku 14.

1 2 , BgpduaSeul

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR

RegeB o 91011 12

ﬁ] d'v-nm

— Produkt PCR nebyl detegovan

Obrazek 14: Agarosova gelova elektroforéza
PCR (466 bp). DNA
magnetickymi nosici ze vzorkii Cerstvych syri byla

produkti

amplifikovana s primery pro doménu Bacteria
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izolovana

’ DNA Detekceo
Syr [ng produkta
PCR
1 Neg. kontrola 0 —
2 DNA standard - -
3 Poz. kontrola 20 +++
4 1.1 ? +++
5 2.1 ? ++
6 3.1 ? -
7 1.2 ? ==
8 2.2 ? +++
9 3.2 ? ++
10 4.2 ? +++
11 5.2 ? ==
12 6.2 ? ++




Byly detegovany produkty PCR. DNA byla naamplifikovana 1 pfesto, Ze pomoci
NanoPhotometru nebyla naméfena zddna koncentrace vyizolované DNA.

Vzhledem k tomu Ze cilem prace bylo izolovat vétsi mnozstvi DNA, byl pouzit postup
s vyuzitim 5 g syrt a 12,5 ml vody pro homogenizaci. Pro izolaci DNA byla pouZita metoda
fenolové extrakce z vétsiho objemu hrubych lyzati bunék.

d) Fenolova extrakce DNA
Z divodu velmi malého mnozstvi izolované DNA pomoci magnetickych nosict byla DNA
z hrubych lyzati dale izolovana pomoci fenolové extrakce. Pfi izolaci DNA metodou
fenolové extrakce bylo postupovano dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6.

e) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Koncentrace a cistota DNA izolovand fenolovou extrakci byla méfena pomoci
NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Vysledek je uveden v Tabulce 29.

Tabulka 29: Koncentrace a cistota DNA z cerstvych syru izolovand pomoci fenolové extrakce
a rozpustena do 50 ul TE pufru

Syr Typ ID D%TELIH ¢ DNAN/LI]  Asgomn/Azsomn
1.1 Cerstvy syr Kontrola 50 406 1,69
2.1 Cerstvy syr Kontrola 50 374 1,60
3.1 Cerstvy syr Kontrola 50 368 1,61
1.2 Cerstvy syr ~ Kontaminovny 50 362 1,55
2.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 50 305 1,51
3.2 Cerstvy syr ~ Kontaminovny 50 322 1,52
4.2 Cerstvy syr ~ Kontaminovny 50 250 1,50
5.2 Cerstvy syr ~ Kontaminovny 50 339 1,53
6.2 Cerstvy syr  Kontaminovny 50 144 1,42

DNA byla vyizolovana v koncentracich 144 - 406 ng/ul, pomeér Azsonm/A280nm
byl v rozmezi 1,42 - 1,69.

f) PreciSténi pomoci magnetickych nosici

DNA byla nasledné po fenolové extrakci piecisténa pomoci magnetickych castic podle
postupu v kapitole 4.2.7, po zméfeni koncentrace vychazela koncentrace opét pod bodem
detekce pristroje NanoPhotometru. Proto bylo déale pracovano s DNA extrahovanou pomoci
fenolu.

g) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

DNA izolovana metodou fenolové extrakce byla zfedéna na 10 ng/ul a byla pfidana
do smési pro PCR pftipravenych dle postupu v kapitole 4.2.9.1. Produkty PCR byly nasledné
analyzovany pomoci gelové elektroforézy dle kapitoly 4.2.11.3. Vysledek je uveden
na Obrazku 15.
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Detekce

Bigibiy 7 g 9 10 K1 12
Syr ]?rll\;? produktt

PCR

Neg. kontrola 0 -

DNA standard - —

Poz. kontrola 20 A+t

1.1 20 +

2.1 20 +

3.1 20 +++

1.2 20 ++

2.2 20 +

3.2 20 +++

10 4.2 20 +++

Obrazek 15: Agarosova gelova elektroforéza il 5.2 20 +

produktit. PCR (466 bp). DNA izolovand 2 6.2 20 =+

fenolovou extrakci ze vzorkii Cerstvych syrii + ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR

(kontrolnich a  kontaminovanych) — byla _ produkt PCR nebyl detegovan
amplifikovana s primery  pro  doménu '

Bacteria

h) Ovéreni degradace DNA

Netedénd DNA, izolovana fenolovou extrakci byla analyzovana dle postupu v kapitole
4.2.11.2. Na gel bylo nandSeno 10 pul DNA a takto pfipraveny gel byl vizualizovan
na transiluminatoru. Vysledek je uveden na Obrazku 16.

v s L N N e |

DNA Nanaseno

Béh Syr Ing] [ul] Detekce DNA
| - - -
2 1.1 DNA 4060 10 +
3 2.1 DNA 3740 10 +
4 3.1 DNA 3680 10 +
5w - - -
6 12 DNA 3620 10 +
7 22 DNA 3050 10 ++
8 3.2 DNA 3220 10 +++
9 42 DNA 2500 10 -
10 5.2 DNA 3390 10 +
11 6.2 DNA 1440 10 +

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA
— DNA nebyla detegovana

Obrazek 16: Agarosova gelova elektroforéza izolované DNA pomoci fenolové extrakce
ze vzorkii Cerstvych syrii

Bylo vizualizované velmi malé mnozstvi DNA.
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5.4 Testovani pripravy hrubych lyzati bunék modifikovanym postupem

Byl testovan modifikovany postup pro ptipravu hrubych lyzath a izolaci DNA.

Ze syri uvedenych v Tabulce 7 a Tabulce 8 byly pfipraveny hrubé lyzaty podle postupu
v kapitole 4.2.2. Modifikace spocivala v pouziti modifikovaného roztoku B, ptfidanim 75 pl
20 % SDS, 10 pl proteinasy K a 10 pl RNasy A.

Hrubé lyzaty byly rozd€leny na dvé Casti (sada A a B); u jedné ¢asti byly dle postupu
v kapitole 4.2.4 lyzovany kvasinkové buiiky (sada B), nasledné pak byla ze vSech vzorki
izolovana DNA pomoci fenolové extrakce.

Lyzaty bun¢k sady A byly naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.1.
Takto pfipraveny gel byl poté vizualizovan na transiluminatoru, vysledek elektroforézy
je zobrazen na Obrazku 17.

12 3 45 6 TRSS044

S ONA  Bch  Syr NanaSeno  Detekce

m DNA
1 1.0 20 ++
2 2.0 20 ++
3 1.1 20 ++
4 2.1 20 ++
R el
7 gp  oumk 20 ot
8 32 20 +
9 4.2 20 ++
+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 10 5.2 20 *
11 6.2 20 ++

— DNA nebyla detegovana

Obrazek 17: Agarosova gelova elektroforéza DNA v hrubych lyzatech bunék ze vzorkii cerstvych syri
(kontrolnich a kontaminovanych)

V hrubych lyzatech bunék byla detegovana vysokomolekularni DNA v rizném mnozstvi.
Kromé¢ DNA byla detegovana i RNA.

a) Izolace DNA pomoci fenolové extrakce
Izolace DNA byla provedena dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6. DNA sady A a B byly
naneseny na gel podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.11.2. Takto pfipraveny gel byl poté
vizualizovan na transiluminatoru, vysledek elektroforézy je zobrazen na Obrazku 18
a Obrazku 19.
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Sada A — Hrubé lyzaty bunék izolované fenolovou extrakei

DNA  Nanaseno Detekce

Beh Sy mg]  [u]  DNA
1 1.0 3840 20 +
2 2.0 2360 20 +
3 1.1 3240 20 +
4 2.1 2660 20 +
5 3.1 2080 20 ++
6 1.2 DNA 2400 20 ++
7 2.2 3740 20 +
8 3.2 2760 20 +
9 4.2 3240 20 ++
+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 10 5.2 4580 20 +
— DNA nebyla detegovana 11 6.2 4780 20 1

Obrazek 18: Agarosova gelova elektroforéza DNA izolovana pomoci fenolové extrakce
z hrubych lyzatii bunék bez opakovaného zamrazeni

Sada B — Opakované zamrazovani hrubych lyzati bunék s naslednou izolaci pomoci
fenolové extrakce

1 23.4.56 789371011 X , DNA  NanaSeno Detekce
Beh Syt mg]  [u]  DNA
1 1.0 1000 20 +
2 20 1700 20 +
3 1.1 1400 20 +
4 2.1 2260 20 +
5 31 1740 20 ++
6 1.2 DNA 2320 20 ++
7 22 2100 20 +
8 32 980 20 +
9 42 1820 20 ++
+, ++, +++ Intenzita detegované DNA 10 5.2 3040 20 +
— DNA nebyla detegovana 11 62 1880 20 +

Obrazek 19: Agarosova gelova elektroforéza DNA izolovana pomoci fenolové extrakce
z hrubych lyzatii bunék s pridavkem opakovaného zamrazeni

V obou sadach bylo detegovano velmi malé mnozstvi DNA.
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b) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA izolovana z hrubych lyzatt bunék cerstvych syrti fenolovou
extrakci byla méfena pomoci NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Vysledek je uveden

v Tabulce 30 a Tabulce 31.

Sada A

Tabulka 30: Koncentrace a cistota DNA z Cerstvych syrii izolovanda pomoci fenolové extrakce
a rozpustena v 100 ul TE pufru

Syr

1.0
2.0
1.1
2.1
3.1
1.2
2.2
3.2
4.2
5.2
6.2

Sada B

Typ

Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr

ID

Kontaminovny
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Objem
DNA [pl]
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

¢ DNA[ng/ul]

192
118
162
133
104
120
187
138
196
229
239

A260nm/ A280nm

1,52
1,24
1,46
1,29
1,32
1,19
1,24
1,24
1,36
1,39
1,30

Tabulka 31: Koncentrace a cistota DNA z cerstvych syrii po opakované zamrazenych bunkach
a izolace DNA pomoci fenolové extrakce s naslednym rozpustenim v 100 ul TE pufru

Syr ¢

1.0
2.0
1.1
2.1
3.1
1.2
2.2
3.2
4.2
52
6.2

Typ

Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr
Cerstvy syr

ID

Kontaminovny
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Kontaminovny

Objem
DNA [pl]
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

¢ DNA[ng/ul]

50
85
70
113
87
116
105
49
91
152
94

A2 60nm/ A2 80nm

1,59
1,21
1,21
1,29
1,26
1,06
1,03
0,80
1,19
1,03
1,02

DNA byla izolovana v dostatecném mnozstvi. VEtSi mnozstvi DNA bylo izolovano
z hrubych lyzati sady A (104 - 239 ng/ul), niz§i mnozstvi DNA bylo izolovano ze sady B
(49 - 152 ng/ul)
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¢) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR

DNA sady A a B byly fedény na 10 ng/ul a DNA byly pfidany do smési pro PCR. Smési
pro PCR byly pfipraveny s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. Produkty PCR byly
analyzovany pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Vysledek pro sadu A
je uveden na Obrazku 20 a vysledek pro sadu B je na Obrazku 21.

Sada A
e R O 10 =12 135 T4 15 Béh S}’,r DNA IBS:;E:;
gl " pcr
1 Neg. kontrola 0 -
2 . o —
3 DNA standard --- ==
4 Poz. kontrola 20 +t++
5 1.0 20 +++
6 2.0 20 +++
7 1.1 20 +++
8 2.1 20 ++
9 3.1 20 +++
10 1.2 20 +H+
11 2.2 20 +++
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 12 3.2 20 ++
— Produkt PCR nebyl detegovan 13 4.2 20 =+
14 52 20 -+
15 75 20 +++

Obrazek 20: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp). DNA izolovana fenolovou
extrakci ze vzorkii Cerstvych syrii (kontrolnich a kontaminovanych) byla amplifikovana s primery
pro doménu Bacteria

Detekce
Sada B Béh Syr I[)rll\lg? produktd
T 8994 10, 11 12,13 14 PCR
1 Neg. kontrola 0 —
2 DNA standard - -—-
—— 3 Poz. kontrola 20 ++
s 4 1.0 20 +
500 bp—3 B.owowdere e . P9 S 2.0 20 S
6 1.1 20 ++
7 2.1 20 ==
e 8 3.1 20 e
9 1.2 20 +++
10 2.2 20 ++
. 11 32 20 ++
+, ++, +++ Intenzita detegované¢ho produktu PCR 12 472 20 et
— Produkt PCR nebyl detegovan 13 59 20 T
14 6.2 20 ++

Obrazek 21: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR (466 bp) vzorkit Cerstvych syrii
po opakovaném zamrazeni a izolaci pomoci fenolové extrakce s primery pro doménu Bacteria
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Po amplifikaci vSech DNA byly detekovany intenzivni produkty PCR.

d) Stanoveni citlivosti PCR pro kvasinky
DNA Saccharomyces cerevisiae o koncentraci 10 ng/ul byla fedéna 10x, 100x, 1 000x,
10 000x a 100 000x. Takto piipravend DNA byla ptidana do smési pro PCR. Smés pro PCR
byla pfipravena s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.2. Produkty PCR byly analyzovany
pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.4. Vysledek je uveden na Obrazku 22.

Redéni DNA v Detekce
B¢h DNA PCR Vzorek  produktl
smesi PCR
1500 bp -8 1 —_— O NK _
1000 bp-3 2 — R _— _—
3 - - DNA st. -
500 bp -3 4 1x 20 DNA +++
5 10x 2 DNA +++
6 100x 0,2 DNA ++
152 bp 7 1 000x 0,02 DNA +
. 8 10 000x 0,002 DNA +
9 100 000x  0,0002 DNA +

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan

Obrazek 22: Agarosova gelovad elektroforéza PCR produkti (152 bp) Amplifikovana byla DNA
Saccharomyces cerevisiae s primery pro kvasinky

cvwr

na gelu bylo 0,1 pg (100 fg)

e) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR pro kvasinky

DNA sady A a B byly natedény na 10 ng/ul. Zfedénd DNA byla pfiddna do smési
pro PCR. Smés pro PCR byla pfipravend s vyuzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.2.
Produkty PCR byly analyzovany pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.4
Vysledek sady A je uveden na Obrazku 23 a vysledek sady B je uveden na Obrazku 24.
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Sada A

1.:2:3: 45 6.7 891011 12131415 ] ’ DNA Detekceo
Béh Syr [ng] produkt
PCR
1 — — —
2 Neg. kontrola 0 —
3 Poz. kontrola 20 s
4  DNA standard --- ---
5 1.0 20 +
6 2.0 20 +
7 1.1 20 +
8 2.1 20 +
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 9 3.1 20 Al
— Produkt PCR nebyl detegovan 10 1.2 20 A
11 2.2 20 ++
Obrazek 23: Agarosova gelova elektroforéza 12 39 20 4t
produkti PCR (152 bp). DNA izolovana z cerstvych
syru fenolovou extrakci byla amplifikovana s primery = 4.2 20 -
pro kvasinky 14 >:2 20 -
15 6.2 20 +
Sada B
2.3.4.5.6. 7. 89105118 ) ’ DNA Detekceo
Béh Syr [ng] produktt
PCR
1 DNA standard - -
2 1.0 20 ++
3 2.0 20 +
4 1.1 20 ++
5 2.1 20 ++
6 3.1 20 ++
7 1.2 20 s
8 2.2 20 +
9 32 20 e
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 10 4.2 20 ++
— Produkt PCR nebyl detegovan 11 5.2 20 ++
12 6.2 20 ++

Obrazek 24: : Agarosova gelova elektroforéza

produktic PCR (152 bp) vzorku cerstvych syrii po
opakovaném zamrazeni a izolaci pomoci fenolové
extrakce s primery pro kvasinky

Po amplifikaci vSech DNA byly detegovany produkty PCR specifické pro kvasinky.
Vsechny analyzované vzorky syrti obsahovaly jak mikrobidlni tak kvasinkovou DNA.
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5.5 Izolace DNA z laku pro porovnani jejich bakteridlni mikrofléry
a) Priprava hrubych lyzati bunék a izolace DNA
Sediment bun¢k kontrolnich 14kt byl v porovnani s kontaminovanymi ldky velmi maly,
jak je vidét na Obrazku 25.

Obrazek 25 Mnozstvi sedimentui z jednotlivych laku

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.3 byly ptipraveny hrubé lyzaty bunék z 1akh
uvedenych v Tabulce 9. Lyzaty bunék byly opakované zamrazovany podle postupu v kapitole
4.2.4 a nasledné¢ znich byla izolovina DNA pomoci fenolové extrakce podle postupu
v kapitole 4.2.6. DNA a lyzaty bun¢k byly naneseny na gel podle postupu uvedeného
v kapitole 4.2.11.1 a 4.2.11.2. Vysledek elektroforézy je zobrazen na Obrazku 26
a na Obrazku 27.

323 4 S5O/ 889

NanaSeno Detekce

Béh Lak (] DNA
1 1.1L 20 -
2 2.1L 20 -
3 3.1L 20 -
4 12L L, 20 ++
5 22L Hm;’fnléylfaty 20 r
6 3.2L 20 +++
7 42L 20 ++
8 5.2L 20 +++
9 6.2L 20 ++

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA
— DNA nebyla nedetegovana

Obrazek 26: Agarosova gelova elektroforéza hrubych lyzatii bunék z lakii

V hrubych lyzatech bun¢k 14kt byla detegovana DNA o rtizné intenzité.
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L et 540 = Dl T

Mnozstvi

. , Detekce

B¢h Lak DNA DNA
(1]

1 1.1L 20 _

2  2.1L 20 —

3 3.1L 20 _

4 1.2L 20 +

5 22L DNA 20 ++

6 3.2L 20 +

7 4.2L 20 +++

8 S5.2L 20 ++

9 6.2L 20 e

+, ++, +++ Intenzita detegované DNA

— DNA nebyla detegovana
Obrazek 27: Agarosova gelova elektroforéza DNA izolovana pomoci fenolové extrakce
z hrubych lyzatii bunék laku
Z laki byla izolovana DNA, ktera byla degradovana. Vyrazné nizs§i mnozstvi DNA bylo
detegovano v lacich z kontrolnich syria. VéEtsi mnozstvi DNA bylo izolovano z laka bunck
kontaminovanych syru.

b) Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Koncentrace a cCistota DNA izolované fenolovou extrakci byla méfena pomoci
NanoPhotometru dle kapitoly 4.2.8. Vysledek je uveden v Tabulce 32.

Tabulka 32: Koncentrace a Ccistota DNA z ldkii izolovana pomoci fenolové extrakce
a rozpustena do 50 ul TE pufru

Lak 1D DCI\)Ilz)ie[n},: 1] C DNA[ng/ p,l] A260nm/ AZSOnm
1.1L Kontrola 50 290 1,65
2.1L Kontrola 50 340 1,65
3.1L Kontrola 50 270 1,64
1.2L  Kontaminovny 50 950 1,96
2.2L  Kontaminovny 50 973 1,85
32L  Kontaminovny 50 840 2,15
421, Kontaminovny 50 1233 2,27
52L  Kontaminovny 50 1265 2,15
6.2L  Kontaminovny 50 970 1,93

DNA byla izolovana z bun¢k 14kt v koncentraci s rozmezim od 290 do 1265 ng/ul. VéEtsi
mnozstvi DNA bylo izolovano z kontaminovanych 14ka.
¢) Ovéreni amplifikovatelnosti DNA pomoci PCR
DNA byla nafedéna na 10 ng/ul a byla ptfidana do smési pro PCR. Smés pro PCR byla
pfipravend s vyuZzitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.1. Produkty PCR byly analyzovany
pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.3. Vysledek je uveden na Obrazku 28.
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1023 0495’16 3 758 91031112 Detekce
DNA

B¢h Lak [ng] produkta
PCR
1 Neg. kontrola 0 -
2 DNA standard - -
3 Poz. kontrola 20 -
4 1.1L 20 +
5 2.1L 20 +
6 3.1L 20 +
7 1.2L 20 4=
8 2.2L 20 +++
9 3.2L 20 +++
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR }(1) 2;? 38 iii
— Produkt PCR nebyl detegovan ’
12 6.2L 20 +++

Obrazek 28: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR (466 bp). DNA izolovana
ze vzorkil lakii syrii fenolovou extrakci byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria

PCR produkty specifické pro doménu Bacteria byly detegovany po amplifikaci DNA
izolované ze vSech 14ak.

d) Ovéreni amplifikovatelnosti kvasinkové DNA pomoci PCR
DNA byla ziedéna na 10 ng/ul a zfedénd DNA byla ptidana do PCR smési. Smés pro PCR
byla pfipravend s vyuZitim master mixu dle kapitoly 4.2.9.2. PCR produkty byly analyzovany
pomoci gelové elektroforézy podle kapitoly 4.2.11.4. Vysledek je uveden na Obrazku 29.

12030405 6.7 .8.9 101112 ’ DNA Detekceo
Lak [ng] produktt
PCR
1 Neg. kontrola 0 —
2 DNA standard --- ---
3 Poz. kontrola 20 +++
4 1.1L 20 +
5 2.1L 20 +
6 3.1L 20 +
7 1.2L 20 +
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 8 2.2L 20 ++
— Produkt PCR nebyl detekovan 9 3.2L 20 ++
Obrazek 29: Agarosova gelovd elektroforéza 10 4.2L 20 =+
produktii PCR (152 bp). DNA izolovanda ze vzorki 11 5.2L 20 ++
ldki syrit fenolovou extrakci byla amplifikovana 12 6.2L 20 ++

s primery pro kvasinky
Ve vzorcich syrt a jejich 1akt byla prokdzdna DNA domény Bacteria a DNA kvasinek.

Specifické produkty PCR riizné intenzity byly detegovany po amplifikaci vSech vzorkti DNA.
Slabé produkty PCR byly detegovany po amplifikaci DNA izolované z kontrolnich 1akd.
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5.6 Priprava amplikoni s GC svorkou pro DGGE

5.6.1 Optimalizace PCR

a) Ovéreni programu amplifikace s primery F357, F357GC a R528

Dle postupu uvedeném v kapitole 4.2.10.1 byly pfipraveny smési pro PCR a provedena
amplifikace s DNA izolovanou z kmene Lactobacillus fermentum CCM 7192 s koncentraci
100 ng/ul. Takto ziskané produkty PCR byly dle kapitoly 4.2.11.5 analyzovany pomoci
gelové elektroforézy. Na gel bylo nanaseno 25 ul produktu PCR a 5 pl 6x koncentrovaného
nandSeciho pufru (Orange loading). Vysledek je uveden na Obrazku 31.

Primer s De‘tekce’ Detgkce ’
Béh DNA GC specifickéh  nespecifickéh
svorkou o produktu o produktu
PCR PCR
1 — — — .
2 Neg. kontrola — + +
3 Poz. kontrola — +++ +++
4 DNA standard --- - —
5 Neg. kontrola + + _
6 Poz. kontrola + ++ +

+, ++, +++ Intenzita detegovan¢ho produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detekovan

Obrazek 30: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR. Amplifikovana byla DNA L. fermentum
(100ng/ul) s primerem F357a R528 (193 bp) a F357GC a R528 (233 bp)

Byly detegovany specifické produkty PCR o velikosti 193 bp (s primerem bez GC svorky)
a 233 bp (s primerem s GC svorkou). Vedle specifickych produkti PCR byly také detegovany
nespecifické produkty.

b) Optimalizace amplifikace s primery bez GC svorky a s GC svorkou

Z dtvodu vzniku nespecifickych produkti PCR, musela byt PCR s primery s GC svorkou
a s primery bez ni optimalizovana. Smési pro PCR byly pfipraveny v riznych koncentracich
(Tabulka 19). Do kazdé smési byly namichany primery s a bez GC svorky. Pomoci takto
pfipravenych smési byly amplifikovany 2 vzorky DNA izolované z 14kt o koncentraci
100 ng/ul (vzorek 3.2L a 5.2L). Produkty PCR byly vedle pozitivni kontroly (DNA
L. ermentum CCM 7192 s koncentraci 100 ng/ul.) dle kapitoly 4.2.11.5 analyzovany pomoci
gelové elektroforézy. Na gel bylo nanaSeno 25 ul produkti PCR a 5 pl 6x koncentrovaného
nanaseciho pufru (Orange loading). Vysledek je uveden na Obrazku 31.
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Obrazek 31: Agarosova gelova elektroforéza produktii PCR se specifickymi velikostmi amplikonu
193 (primer bez GC svorky) a 233 bp (primer s GC svorkou)

123 456 .78 91011121314151617181920

212223242526272829 30 31323334353637383940

41424344454647 484950515253 54555657 585960
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DNA

Neg. kontrola
Poz. kontrola
32.L
32.L
Neg. kontrola
Poz. kontrola
32.L
32.L
DNA standard
Neg. kontrola
Poz. kontrola
32.L
32.L
Neg. kontrola
Poz. kontrola
32.L
32.L

Neg. kontrola
Poz. kontrola
3.2.L
3.2.L
Neg. kontrola
Poz. kontrola
3.2.L
3.2.L
DNA standard
Neg. kontrola
Poz. kontrola
3.2.L
3.2.L
Neg. kontrola
Poz. kontrola
3.2.L
3.2.L

Smés

DWW wwWwE B> > > |

vAvivivivEvlvlviNeoNoNoNoNoNoRoNo N

Primer
s GC
svorkou

- GC
- GC
- GC
- GC
+ GC
+GC
+ GC
+GC
- GC
- GC
- GC

+GC
+ GC
+GC
+ GC

Detekce
specifického
produktu PCR

Detekce
nespecifického
produktu PCR

+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan



Detekce

Primer Detekce . ,
B¢h Vzorek Smés s GC specifického nespecifickeho
svorkou  produktu PCR produktu PCR

41 --- --- --- --- ---

42 Neg. kontrola E -GC - -

43 Poz. kontrola E -GC +++ -

44 3.2.L E -GC 4+ +++
45 52.L E -GC +++ +++
46  Neg. kontrola E + GC - -

47  Poz. kontrola E + GC +++ ++

48 3.2.L E + GC +++ ++

49 52.L E + GC +++ ++

50 Zebtick

51  Neg. kontrola D -GC - -

52 Poz. kontrola D -GC -+ -

53 3.2.L D -GC +++ -
54 52.L D - GC +++ -+
55  Neg. kontrola D + GC - -

56  Poz. kontrola D + GC +++ +

57 3.2.L D + GC +++ ++

58 5.2.L D + GC +++ ++

59 --- --- --- --- ---

60 --- --- --- --- ---

+, ++, +++ Intenzita detegované¢ho produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan
Po amplifikaci testovanych smési byly detegovany jak specifické produkty,
tak nespecifické produkty PCR. Nejméné¢ nespecifickych produktd PCR bylo detegovano
ve smési B. Specifické produkty PCR u smési B byly intenzivni.
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¢) Testovani optimalniho mnoZstvi PCR produkti pro vizualizaci na gelu
Z produkti PCR byly na gel nanaSeny rizné objemy dle Tabulky 20. Produkty PCR byly
dle kapitoly 4.2.11.5 analyzovany pomoci gelové elektroforézy. Vysledek je uveden
na Obrazku 32.

23 E185 R G/ EE R Objem ke
Béh DNA produktu
PCR [u] produktu PCR

1 Negativni kontrola - —

— 2 Poz%t%vni kontrola 1 ++

1000 bp 3 Pozitivni kontrola 3 A=

4 Pozitivni kontrola 5 +++

500bp 5 DNA standard - -

6 Negativni kontrola --- —

P zlzz :: 7 Pozitivni kontrola 1 HF

8 Pozitivni kontrola 3 +++

9 Pozitivni kontrola 5 +++

+, ++, +++ Intenzita detegované¢ho produktu PCR
— Produkt PCR nebyl detegovan

Obrazek 32: Agarosova gelova elektroforéza ruzného mnozstvi produktic PCR. Amplifikovana byla DNA
izolovana z L. fermentum (100ng/ul) s primerem F357a R528 (193 bp) a F357GC a R528 (233 bp)

Jako optimalni mnoZstvi pro analyzu gelovou elektroforézou bylo dale brano 5 pl
produktu PCR, 10 ul vody a 3 ul 6x koncentrovaného nanaseciho pufru (Orange loading).

5.6.2 Amplifikace DNA vyizolované ze syri a z 1aki s primery s GC svorkou
DNA vzorkli syri a lakt (Tabula 8 a Tabulka 9) byla zfedény na 100 ng/ul. Smési
pro PCR byly namichany dle postupu v kapitole 4.2.10.4. Produkt PCR byl dle kapitoly
4.2.11.5 analyzovan pomoci gelové elektroforézy; na gel bylo nanaSeno 5 pl produktu PCR,
10 pl vody a 3 pl 6x koncentrovaného nanaSeciho pufru (Orange loading). Vysledky
jsou uvedeny na Obrazku 33 a na Obrazku 32.

1 2 3745 BH57 8 9401 MnozZstvi Detekce
: Lak DNA produktu
[ng] PCR
1 Negativni kontrola 0 -
2 Pozitivni kontrola 100 +++
3 1.1L 100 +
4 2.1L 100 +
. 5 311 100 +
6 1.2L 100 +++
7 2.2L 100 +++
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 8 3.2L 100 AR
— Produkt PCR nebyl detegovan 9 4.2L 100 +
, 5 , , , 10 5.2L 100 +++
Obrazek ¢. 33: Agarosova gelova elektroforéza 1 6oL 100 e

produktii PCR (233 bp). DNA izolovana ze
12 DNA standard - —

vzorku laku syru fenolovou extrakci byla
amplifikovana s primery pro doménu Bacteria
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Mnozstvi Detekce

123456789101112 B¢h Syr DNA produktu
[ng] PCR
1 - - -
2 - - —
TS 1.1 100 ++
1ooobe 4 2.1 100 o
500bp 5 3.1 100 ++
233 bp 6 1.2 100 ++
100bp 7 2.2 100 ++
8 32 100 ++
9 4.2 100 ++
. . 10 52 100 ++
+, ++, +++ Intenzita detegované¢ho produktu PCR 11 6.2 100 4t

— Produkt PCR nebyl detekovan 12 DNA standard — —_

Obrazek ¢. 34: Agarosova gelova elektroforéza produktit PCR (233 bp). DNA izolovana ze vzorku cerstvych
syrii fenolovou extrakci byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria

Po amplifikaci vS§ech DNA byly detegovany produkty PCR (233 bp) v rizné intenzité

5.6.3 Amplifikace DNA vyizolované z laki s primery s GC svorkou
Z divodu velmi slab& intenzivnich produkti PCR po amplifiakci DNA z 14dka
u kontrolnich laka (1.1L, 2.1L a 3.1L) byla PCR opakovéana s riznym mnozstvim DNA.
Program pro PCR byl prodlouZen o 10 cyklt, amplifikace probihala ve 40 cyklech. Vysledek
je uveden na Obrazku 35.

142335455538 %191 Mnozstvi Detekce
B¢h Lak DNA produktu
[ng] PCR
1  Negativni kontrola 0 -—-
2 — — —
3 Zebticek
4 Pozitivni kontrola 100 +++
5 1.1L 290 ++
6 2.1L 340 +
7 3.1L 270 +—
8 1.1L 100 +
+, ++, +++ Intenzita detegovaného produktu PCR 9 2.1L 100 *
10 3.1L 100 +

— Produkt PCR nebyl detegovana

Obrazek 35: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (233 bp). Amplifikovano bylo rizné
mnozstvi DNA izolované z kontrolnich lakii v 40 cyklech PCR

Po amplifikaci DNA zlakd byly detegovany intenzivnéj$i produkty po 40 cyklech
amplifikace. Pro analyzu na DGGE byly pouzity produkty PCR ziskané amplifikaci nefedéné
DNA z laki.
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5.7 DGGE
PCR produkty se svorkou apmlifikované v kapitole 5.6.2 a 5.6.3 byly analyzovany pomoci
DGGE s vyuzitim 40 % - 60 % denatura¢niho gradientu v 8 % polyakrylamidovém gelu.
Aparatura pro DGGE a gel byl pfipraven dle postupu v kapitoly 4.2.12. Produkt PCR
byl podle kapitoly 4.2.12.4 analyzovan pomoci DGGE. Vysledek je uveden na v Obrazku 36.

A B.Cl)ol - 1hnly i} LMNOPQR

Obrazek 36: DGGE produktii PCR izolovanych ze syrii a laku

A B C D E F G H I
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]

Lak 1.IL 2L 3.L 12L 22L 32L 42L 52L 62L
1. pas 82,3 82,1 821 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7 110,7
2. pas 549 545 545 987 98,7 987 987 987 987
3. pas 523 522 52,0 90,1 90,1 90,1 90,1 90,1 90,1
4. pas 40,9 40,8 40,5 82,1 82,1 82,1 82,1 82,1 82,1
5. pas 591 591 - 591 591
6. pas - - = 565 - 565 565 565
7. pas e em - 547 547 547 547 547 54,7
8. pés — - 513 513 513 513 513 513
9. pas e 423 423 423 423 423 423
10. pés - 399 399 399 399 399 399
11. pés e e e = 285 285 - 285 285
12. pés e e e 499 e e

Celkovy pocet past 4 4 4 9 11 10 8 11 11
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J K L M N O P Q R
[mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm] [mm]

Syr 1.1 2.1 3.1 1.2 22 3.2 4.2 5.2 6.2
1. pas 59,1 59,0 589 589 588 588 588 588 588
2. pas 56,0 56,0 558 558 558 558 558 558 558
3. pas 54,6 544 542 542 542 542 542 542 542
4. pas 494 494 494 494 494 494 494 494 494
5. pas 42,5 425 425 425 425 425 42,5 42,5 425

6. pas - - - 403 - - - - -
7. pas - 392 - --- --- --- --- - 37,2
8. pas 26,8 268 268 26,8 - --- --- - 26,8

Celkovy poCet pasi 6 7 6 7 5 5 5 5 7

5.8 Vyrez pasi a reamplifikace

Pasy byly ocislovany (viz Obrazek 38), vyfiznuty skalpelem a nechany ve zkumavce
Eppendorf's 50 ul TE pufru a popsany odpovidajicimi ¢isly z Obrazku 37.
Takto pripraveny vzorek bude reamplifikovan a sekvencovan.

A B ClDUE . .F..G H

Kontrola Laky

Kontrola Syry

Obrazek 37: DGGE produktit PCR izolovanych ze syrii a lakii ocislovnych pro vyriznuti

pasu
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6 DISKUZE

6.1 Optimalizace postupu homogenizace, lyze bunék a izolace DNA z realnych
vzorku syra

Metoda homogenizace, lyze a izolace DNA se ukdzala jako pouZitelnd. Ze vzorka syra
z komer¢ni sit€¢ byla izolovand DNA pomoci magnetickych nosi¢li v rizné koncentraci.
Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky, byla ale velmi nizkéa (8,75 - 30,5 ng/ul),
z poméeru Angonm/Azsonm 1,79-1,84 vyplyva, ze izolovana DNA byla relativné ¢istd. DNA byla
nasledné amplifikovana s primery pro doménu Bacteria. Produkt PCR byl vizualizovan
pomoci gelové elektroforézy a byl detegovan specificky pas o velikosti 466 bp.

Ve dvou vzorcich byly prokazany inhibitory PCR a DNA musela byt zfedéna, aby byla
amplifikovana. DNA pomoci magnetickych castic bylo izolované v nedostatecném mnozstvi
pro naslednou analyzu pomoci DGGE.

6.2 Optimalizace postupu homogenizace syri, lyze bunék a izolace DNA
z vzorki ¢erstvych syri

Jako optimalni mnozstvi syru bylo brdno 5g vzorku s 2,5 nasobkem vody. BagSystém
se ukdzal jako méné pracny a také méné Casov€ naroCny. Proto byla dal§i homogenizace
vzorkli provadéna timto zpusobem. Ze vzorkl Cerstvych syrii byla izolovanda DNA pomoci
magnetickych ¢astic v rizné koncentraci. Koncentrace byla stanovena spektrofotometricky,
byla ale velmi nizka (2,75 — 12,5 ng/ul), z poméru Azsonm/Azsonm 1,654-1,834 vyplyva,
ze izolovana DNA byla slabé zneciSténa proteiny. DNA byla nasledné¢ amplifikovana
s primery na doménu Bacteria. Produkt PCR byl vizualizovan pomoci gelové elektroforézy
a byl detegovan specificky pas o velikosti 466 bp.

V zadném vzorku nebyly prokazany inhibitory PCR. DNA pomoci magnetickych astic
bylo izolované v nedostatecném mnoZstvi pro naslednou analyzu pomoci DGGE.

6.3 Izolace DNA z Cerstvych syri

DNA izolovana pomoci magnetickych nosi¢li nebyla stanovena pfistrojem

NanoPhotometr. Vzorky byly amplifikovdny pomoci PCR a na gelové elektroforéze byla
dokazana piitomnost DNA.
Pro izolaci DNA ve vét§im mnozstvi byla pouzita metoda fenolové extrakce z vétsiho objemu
hrubych lyzati bunék. Takto izolovana DNA byla néasledné¢ ptecisSténa pomoci magnetickych
nosicu. Jeji koncentrace byla opét pod bodem detekce ptistroje NanoPhotometr. Déale bylo
pracovano s DNA izolovanou fenolovou extrakci.

DNA byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria. Produkt PCR byl vizualizovan
pomoci gelové elektroforézy a byl detegovan specificky pas o velikosti 466 bp. U DNA byla
ovéiena degradace pomoci agarosové gelové elektroforézy a bylo zjisténo, ze DNA
byla degradovana, proto byl modifikovan postup ptipravy hrubych lyzati bunék.
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6.4 Testovani pripravy hrubych lyzati bunék modifikovanym postupem

DNA byla izolovana modifikovanym postupem, kdy bylo pouzito opakované zamrazovani
vzorku pro zvySeni lyze kvasinkovych bunék.

Bylo dokazano, ze opakované zamrazovani nema vliv na amlifikovatelnost bakterialni
DNA. Vys8i koncentrace izolované DNA bez opakovaného zamrazovani vzorku, byla
pravdépodobné zplisobena tim, ze tyto bunky byly del$i dobu lyzovany pii 55 °C (po dobu
kdy bylo provadéno opakované zamrazovani se sadou B, byla sada A promichéna a nechéana
v inkubatoru).

DNA byla amplifikovana s primery pro doménu Bacteria a kvasinky. Produkt PCR byl
vizualizovan pomoci gelové elektroforézy a byl detegovan specificky pas o velikosti 466 bp
pro doménu Bacteria a 152 bp pro kvasinky. Tim byla dokazana piitomnost kvasinek
v syrech.

v

po amplifikaci jesté detegovan produkt PCR, bylo 100 fg DNA.

6.5 Izolace DNA z laku pro porovnani jejich bakterialni mikrofléry
Pomoci modifikovaného postupu byla izolovana DNA z lakd.

DNA byla amplifikovdna s primery pro doménu Bacteria a kvasinky. PCR produkt byl
vizualizovan pomoci gelové elektroforézy a byl detegovan specificky pas o velikosti 466 bp
pro doménu Bacteria a 152 bp pro kvasinky. Tim byla dokadzana pfitomnost kvasinek
v lacich.

6.6 Optimalizace PCR s primery s GC svorkou
Z divodu velkého mnozstvi nespecifickych PCR produkt primeru s GC svorkou musela
byt smés pro PCR optimalizovdna. Smés s nejmensim poctem nespecifickych produkti PCR
byla déle pouzita pro amplifikaci DNA izolovanou ze syrt a laki.

6.7 DGGE
Po analyze pomoci DGGE byla zjisténa velkd rozmanitost bakteridlni mikroflory
v kontaminovanych lacich, které obsahovaly celkem 12 past, oproti tomu kontrolni laky
obsahovaly pouze 4 pasy. Kontaminované Cerstvé syry obsahovaly 5 az 7 past a kontrolni
Cerstvé syry obsahovaly 6 az 7 pasi. To svédci o tom, Ze kontaminace pochdzi z kadi s laky.
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7 ZAVER

Byla izolovana DNA z Cerstvych syrii a jejich 1aki v dostatecném mnozstvi a kvalité
pro naslednou amplifikaci. Amplifikovatelnost DNA byla testovana konven¢ni PCR
s primery pro doménu Bacteria a pro kvasiny. DNA byla nasledn¢ amplifikovana primery
s GC svorkou. Produkt PCR byl néasledné analyzovan pomoci DGGE. Gel po DGGE byl
popsan, a pasy byly a vlozeny do zkumavky Eppendorf s TE pufrem. Takto ziskand DNA
bude reamplifikovana a nasledné bude sekvencovana.

Ve vzorkach Cerstvych syrt a jejich 1aka byla dokazana piitomnost bakterii a kvasinek.
Mikrobiélni zastoupeni je daleko vétsi v lacich. To znamend, Ze syry byly kontaminovany
pravdépodobné v kadich s lakem.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APS
BMK
Clz
DGGE
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
EDTA
NK
NSBMK
PCR
PEG

PK
RAPD
rep-PCR
rRNA
SDS
ssDNA
TEMED
TGGE

60

ammonium persulfate

bakterie mlé¢ného kvaseni
chloroform-isoamylalkohol

elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

2’- deoxyribonukleotid-5"-trifosfat
dvouvldknova DNA

kyselina ethylendiaminotetraoctova
negativni kontrola

nestarterovaci bakterie mlééného kvaSeni
polymerazova fetézova reakce
polyethylenglykol

positivni kontrola

nahodné amplifikovana polymorfni DNA
interrepetitivni polymerazova fetézova reakce
ribozomalni ribonukleova kyselina
dodecylsulfat sodny

jednovldknova DNA
tetramethylethylenediamine
elektroforéza s teplotnim gradientem



10 PRILOHY

10.1 Priprava aparatury na DGGE

10.1.1 Piiprava tlumivého systému
= Bylo zkontrolovano, zda je zavien vypustni ventil
= Do nadrze piistroje byl pod spodni risku nalit pufr ( 17 1)
= Zaftizeni bylo zapojeno do elektrické sité a bylo zapnuto napajeni
= Bylo nastaveno 60 °C (zmacknutim SET a Sipkami navolena pozadovana teplota)
= Nadrz byla uzaviena pomoci vika a pufr byl temperovan na pozadovanou teplotu

10.1.2 Montaz elektroforetické kazety
= Kazeta byla umisténa na vodorovnou plochu tak, aby pozitivni koncovka (Cervend)
byla pro pravici a negativni (ernd) po levici
= Sroubky byly lehce utdhnuty a do kasety byl umistén U-akrylovy nastavec zajistujici
rovnomérné rozlozeni tlaku na skla

10.1.3 Piiprava elektroforetickych skel pro nalévani gelu

= Povrch sklenéné desky s hlubSim zatezem byl vyc¢istén 96 % etanolem a ususSen

= FEtanolem byl také vycistén U-spacer a to po obou strandch

= U-spacer byl umistén na Ccistou sklenénou desku s hlubSim zafezem a to tak,
ze v oblasti zatezu byla strana U-spaceru se $ir§im madlem.

= Sklenéna deska s malym zafezem byla vycisténa ethanolem a ocisténou stranou byla
poloZena na spacer.

= Sestavena skla se spacerem byla vlozena do elektroforetické kasety

= Horni dva Srouby byly lehce povoleny a mezi skla byl zasunut hiebinek

= Vsechny Srouby byly utahnuty a kaseta byla pfipravena na naliti gelu

Obrazek 38: DGGE aparatura, prevzato z [29] 61



