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ABSTRAKT

Laktobacily st dominantnymi baktériami vaginalnej fléry. Probiotikd obsahujuce
laktobacily sa vyuzivaju pri lieCbe a prevencii bakterialnych urogenitalnych infekcii.

Tato praca je zamerana na rodovu adruhovu identifikaciu probiotickych bakterii v 5
roznych vaginalnych tabletich pomocou molekularne-genetickych metod. Celkova DNA
izolovana z komplexnych matric vaginalnych tabliet bola pouzitd na amplifikaciu
polymerazovou retazovou reakciou. DNA bola izolovana z hrubych lyzatov buniek pomocou
magnetickych castic P(HEMA-co-GMA) a metdédou fenolovej extrakcie. Identifikacia druhov
probiotickych baktérii bola overena pomocou rodovo Specifickej a druhovo Specifickych
PCR.

Vysledky identifikéacie baktérii ziskané pomocou PCR boli porovnané s idajmi uvedenymi
vyrobcami. Baktérie rodu Lactobacillus boli preukazané u vSetkych tabliet, zatial'¢o
identifikacia druhov bola v zhode iba u jednej tablety.

ABSTRACT

Lactobacilli are dominant bacteria of the vaginal flora. Lactobacillus-containing probiotics
products are used for the treatement and profylaxis of bacterial urogenital infections.

This work is focused on genus and species identification of probiotic bacteria in 5 different
vaginal tablets using molecular-genetic methods. Total DNA isolated from complex matrix of
vaginal tablets was used for amplification in polymerase chain reaction. DNA was isolated
from crude cell lysates by magnetic particles P(HEMA-co-GMA) and by method of phenol
extraction. Identification of species of probiotic bacteria was verified using genus-specific and
species-specific PCRs.

Results of bacterial identification obtained by PCR were compared with declared
specification given by producers. Bacteria of genus Lactobacillus were proved in all tablets
whereus species identification was in accordance with the stated composition in 1 tablet only.
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Vaginalne tablety, probiotika, izolacia DNA, magnetické Castice, identifikdcia, PCR
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1 Uvobp

V sucasnej dobe maju v gynekoldgii a pdrodnictve probiotikd miesto pri dolieCovani
gynekologickych infekcii, kde su faktorom pomahajucim k navratu mikrobidlnej rovnovahy a
k obnove samocistiaceho mechanizmu posvy. Probiotické baktérie maju antimikrobialne
vlastnosti, atym reguluji urogenitalnu mikrofloru. Nedokoncena lie¢ba genitourinarnych
infekcii vedie k zmene lokalnej mikroflory z prevahy laktobacilov ku koliformnym
uropatogénom. Pri uzivani probiotik pri prevencii alebo lie¢be genitourinarnych infekcii,
musia laktobacily preukazovat’ antimikrobialnu aktivitu. Jednou z najdolezitejSich vlastnosti
je ich schopnost’ udrzovat’ vaginalne pH pod 4,5, ¢o zavisi hlavne na mnozstve pritomnych
laktobacilov, ktoré produkuju kyselinu mlie¢nu a doplnkové antimikrobialne latky, ktoré
zahfiaji bakteriociny a peroxid vodika, priCom rdzne druhy laktobacilov produkuja
premenlivé mnozstvo tychto latok.

1.1 Ciel prace

Cielom prace bolo identifikovat’ probiotické baktérie v 5 ré6znych vaginalnych tabletach

pomocou molekularne-genetickych metdd. K tomu previest’
1) izolaciu celkovej DNA z hrubych lyzatov buniek komplexnych matric vaginalnych
tabliet pomocou magnetického nosica P(HEMA-co-GMA) a fenolovou extrakciou

(kontrola)
2) identifikovat’ probiotické rody adruhy baktérii pomocou rodovo a druhovo
Specifickych PCR

3) vysledky rodovej a druhovej identifikacie ziskané v PCR porovnat’
s deklarovanymi tdajmi



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Probiotika su charakterizované ako ,,7zivé mikroorganizmy, ktoré su po poziti v uréitom
mnozstve prospedné zdraviu, nad ramec vlastnej zakladnej vyzivy“. * Termin probiotika nema
dlhu historiu a uzko suvisi s rozvojom mikrobiolégie v nadvéznosti na imunologiu, genetiku
a epidemiologiu v 20. storoc¢i. Pravdepodobne v roku 1954 Ferdinand Vergin zaviedol po prvy
raz do literatary vyraz ,,probiotic*. Vychadzal z gréckeho zakladu slov (pro: pre a bios: zivot)
predpokladajuc, ze substancia je prospesna pre Zivot.

V aprili 2001 v argentinskej Cordobe bola sformovana expertnd komisia FAO (Food and
Agriculture Organisation) pri svetovej zdravotnickej organizacii (FAO/WHO), aby
vypracovala analyzu a nasledne definiciu probiotik. Svoje zavery FAO/WHO publikovala
v maji 2002 a definuje probiotika ako: ,,Zivé mikroorganizmy, ktoré podavané v dostatoénych
mnozstvach maju preukdzatelne pozitivny efekt na hostitel'a/prijemcu. 2

Probiotika st bioaktivne substancie, ktoré nepatria k zivindm. Napriek tomu maju velky
vyznam, lebo zohrdvaju dolezitt Glohu pri podpore a udrziavani zdravia. Povodne sa za
probiotikéd povazovali také produkty metabolizmu organizmov, ktoré stimulovali rast druhého

organizmu. Dnes su produkty, ktoré obsahuju jeden alebo viac zivych — vitadlnych
mikrobidlnych druhov posobiacich na organizmus tak, Ze zlepSuju zlozenie jeho Crevnej
mikroflory. 3

Hoci definicia uvadza, ze sa jednd o organizmy zivé, bolo japonskymi vedcami
preukazané, ze kvyvolaniu zdraviu prospesného efektu moézu postacovat tiez miftve
mikroorganizmy alebo iba Gasti ich buniek. *

Okrem toho, Ze prospievaju traveniu, vstrebavaniu vitaminov a redukcii hladiny
cholesterolu (hlavne v kombinacii s doplnkami stravy s vlakninou), udrzuju eSte spravnu
acidobazicki rovnovahu (kyselost) v ¢revach, mobilizuji imunitni odozvu organizmu
v obdobi chripkovych infekcii a preventivne podsobia proti rakovine Criev a kvasinkovym
infekciam (kandidoze). Premnozenie ,nepriatel'skych® patogénnych mikroorganizmov
v ¢érevach (baktérii a plesni) posobi rozne alegie, ekzémy, palenie Zahy, zacpu, zapaly kibov,
bolesti hlavy, kandidozu a d’alSie kvasinkové infekcie a zapaly mo€ového mechura. Proti nim
mozno nasadit’ ako ,,liek* bez akychkol'vek nepriaznivych vedlajSich u¢inkov prave doplnky
stravy s probiotickymi baktériami. °

2.1.1 Probiotické mikroorganizmy
Ako probiotikd sa pouzivaju rdézne mikroorganizmy, najcastejSie sa jednd o baktérie

mliecneho kvasenia (BMK). Boli popisané i d’alSie probiotické alebo potencialne probiotické
mikroorganizmy, medzi ktoré zarad'ujeme kvasinky i baktérie rodu Bacillus a Escherchia. *
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2.1.2  Utinky probiotickych baktérii

e PotlaCaju rast patogénnych mikroorganizmov tvorbou kyseliny mlie¢nej, octovej
a maslovej ( potlacaju hnilobné procesy a posobia proti zapche)

e Posobia imunostimulacne (stimuluji imunitu), zvySuju odolnost’ proti bakteridlnym
infekciam

e Napomahajui obnovit' normélnu ¢revni mikrofléru v obdobi rekonvalescencie, najméa
po antibiotickej a radiacnej liecbe

e Produkuju vitaminy skupiny B (vratane Biy), vitamin K, ulahCuju vstrebavanie
a vyuzitie vitaminov

e ZvySuju vstrebavanie a lepSie vyuzitie viacerych minerdlnych latok z potravy —
vapnika, zeleza a niektorych mikroelementov a stopovych prvkov (zinku, medi —
vyznamnych z hl'adiska imunologickych reakcii organizmu).

e Znizuju obsah cholesterolu v krvi tym, ze podporuji vylu¢ovanie zI¢ovych kyselin
Z organizmu, ¢im zniZuju nebezpecenstvo srdcovo-cievnych ochoreni

e Inhibiciou hnilobnych baktérii znizuji obsah amoniaku a toxickych aminov v Krvi
(napr. nitrozaminov), ¢im znizuju nebezpecenstvo vzniku rakoviny hrubého creva,
pecene a obliciek 3

2.1.3 Probiotika v gynekologii a porodnictve

Urogenitalna mikroflora zdravej zeny obsahuje priblizne 50 druhov mikroorganizmov. Ich
skladba a vzajomny pomer st vo vzt'ahu k reprodukénému veku a su ovplyviiované réznymi
faktormi (napr. antibiotikami, spermicidmi). V fase infekcie, ktorej symptomatologia
priemerne trvd 6 dni, dominuje patogénna ev. potenciondlne patogénna flora, na rozdiel od
zdravej zeny, kde dominuje komenzalna fléra. V nej v premenopauzalnom obdobi dominuje
Lactobacillus. ®

Laktobacily su dominantné baktérie vaginalnej flory a maju antimikrobialne vlastnosti,
ktoré reguluji urogenitalnu mikrobialnu fléru. * U Zien vo fertilnom veku su prislusnici rodu
Lactobacillus prevaznou zlozkou posvovej mikroflory a najvyznamnej$im prvkom braniacim
ascendentnému prenikaniu infekcie do maternice. ® Posvova sliznica je osidlend dost
komplexnou normalnou mikroflérou, ktord sa meni v zavislosti na hormonalnom stave.
U dospelej zeny vo fertilnom veku je poSvova mikrofléra tvorend prevazne prislusnikmi rodu
Lactobacillus (najcastejsie Lactobacillus acidophilus, bezne nazyvanym Déderleinov bacil).
Lactobacillus acidophilus je pomerne robustna grampozitivna tyCinka, ktora dokaze Stiepit’
glykogén z poSvovych epitélii na kyselinu mliecnu, ¢im zniZuje poSvové pH na hodnoty okolo
4,5, ¢o zabrafuje v usidleni patogénnym a potencionalne patogénnym organizmom. Dal§im
obrannym mechanizmom by mohla byt tvorba peroxidu vodiku niektorymi kmefimi
laktobacilov, tvorba bakteriocinov nazyvanych lakticiny a rast na sliznici v podobe biofilmu.
Na zdravej poSvovej sliznici mozu byt d’alej pritomné rozmanité mikroby: stafylokoky,
enterokoky, difteroidy, enterobaktérie, mykoplazmy a ureaplazmy anaerdby, ale obvykle
v nepatrnych podtoch. ' Laktobacily vykazujii antimikrobialnu aktivitu ku Gardnerella
vaginalis a ku Candida albicans a maji schopnost’ koagregacie s inymi patogénmi. Vsetky
tieto ich vlastnosti maji ochranné Uc¢inky na hostitel'a. Doké4zala sa aj preukdzanéd asociacia
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medzi infekciou HIV-1 a chybanim vaginalnych lactobacilov. Pre sexualne a reprodukéné
zdravie Zeny je teda dolezita rovnovaha po$vovej biocenozy. 2

Nedokoncena liecba arecidiva urogenitalnych infekcii vedie k zmene miestnej flory
z prevahy laktobacilov ku koliformnym uropatogénom. ' Genitourinarne infekcie u Zien su
Casto charakterizované zmenou v lokalnej flore z prevahy laktobacilov ku koliformnym
uropatogénom ako vysledok nedostatku hormoénov, sexualnej aktivity, antikoncepcnych
opatreni ainych faktorov. Vyuzitie probiotik obsahujucich laktobacily pri obnove
komenzalnej vaginalnej flory bolo navrhnuté k liecbe ak prevencii bakterialnych
urogenitalnych infekecii. !

V stcasnej dobe maju v gynekologii a pérodnictve probiotika miesto nielen pri prevencii,
ale aj pri dolieCovani gynekologickych infekcii. Su faktorom pomdhajicim k navratu
poruienej rovnovahy a obnove samocistiaceho mechanizmu po§vy. 2 Schopnost’ laktobacilov
kolonizovat’ vaginalnu sliznicu zavisi od rozsahu adhézie k vagindlnym epitelidlnym bunkam.
Vaginalne tablety su efektivnou cestou k posilneniu obsahu laktobacilov v danej lokalnej
flore. 1 Oralny preparat laktobacilov pre genitourinalne infekcie musi byt schopny udrZania
ich Stukturalnej integrity pocas prechodu cez ¢revo a dorucené do rektalnej oblasti pre vzostup
a kolonizaciu vaginalneho traktu. 8

2.2 Baktérie mlie¢neho kvasenia

Baktérie mliecneho kvasenia produkuji kyselinu mlie€nu ako hlavny alebo jediny
fermentacny produkt. Postradaji porfyriny, si kataldza negativne a nie si schopné prenasat’
cytochrom dependentné oxidacné elektrony spat’ do transportnych reakcii. Nie st striktne
anaerobne. Postradaji Krebsov cyklus a energiu ziskavaju fosforylaciou. °

Pyruvat je metabolizovany u probiotickych mikroorganizmov na laktat (vid® schéma).
Cielom jeho premeny je vzdy stcasnd premena redukovaného kofaktoru (tj. NADH) na
formu schopnti dehydrogenovat’ d’al§iu molekulu substratu pri glykolyze (tj. v NAD"). 10

Schéma rozkladu pyruvatu u probiotickych mikroorganizmov 10

Pyruvat __, Lactobacillus laktit

Streptococcus (homoferm.)

Lactobacillus (heteroferm.)——» laktat
ethanol, CO,,
biacetyl,
acetoin,
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2.2.1 Homofermentacia

Pri tzv. homofermentativnom mliecnom kvaseni, ktoré prevadzaju vedla réznych
laktobacilov i koky (napr. rod Streptococcus) vznika prakticky len mlie¢na kyselina (90%).
Pyruvat vzniknuty glykolyzou je redukovany za sucinnosti redukovaného kofaktoru na laktat
tj. anion mlie¢nej kyseliny (CH3-CHOH-COOQ)). 19 Na rozdiel od Zivogichov, tvoriacich pri
nedostatku kysliku vyhradne L-formu laktatu, vyrabaji mliecne baktérie vicSinou len D-
laktat.

Homofermentativne mlie¢ne baktérie sa pouzivaji pre kvasni vyrobu mliecnej kyseliny.
Pri postupnej neutralizacii vznikajuceho laktatu (napr. mletym CaCO3) sa ziska az 90%
laktatu zo spotrebovaného substratu. Samovol'né mlie¢ne kvasenie sa vyuziva pri konzervacii
kapusty, uhoriek, lebo zabranuje rozvoju hnilobnych baktérii. Na pouZzitie mliecneho kvasenia
je zaloZena tiez vyroba syrov a kvasenych mlie¢nych napojov (acidofilné mlieka, kefir ai.) **

Rody Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus a Enterococcus maji iba anaerobny
katabolicky metabolizmus a tvoria kyselinu mlie¢nu ako takmer jediny produkt metabolizmov
cukrov. Preto sa zarad’'uji medzi homofermentativne mlie¢ne baktérie. 10

2.2.2 Heterofermentacia

Tzv. heterofermentativne mlieCne baktérie vSak neobsahuju aldolazu, tj. glykoliticky
enzym Stiepiaci hexo6za-1,6 bisfosfat na dva triozafosfaty. 10 Odburavaju preto glukozu
kombinaciou pentézového cyklu a Casti glykolitického systému. Na laktat sa preto meni len
Gast’ glukozy, zo zbytku sa tvori ethanol a oxid uhligity alebo acetat a oxid uhligity. ** Tym
vznika z hex6zy ekvimolarne mnozstvo oxidu uhli¢itého, ethanolu a laktatu. *°

2.3 Rod Lactobacillus

Z potravinarskeho 1 biotechnologického hladiska je najdoleZitej$§i mikroaerofilny rod
Lactobacillus, ktory je V prirode velmi rozsireny. *° Laktobacily st anaerdbne grampozitivne
nesporulujtce tyCinky. 12

Vicsina druhov rodu Lactobacillus fermentuje glukézu alaktézu na laktat a odtial
pochadza meno tohto rodu. Patria sem druhy baktérii, ktoré tvoria Cast’ prirodzenej mikroflory
ust ¢loveka, gastrointestinalneho traktu a vaginy (tato zmes laktobacilov byva Casto nazyvana
Doderleinov laktobacil. Ide napr. o druh Lactobacillus acidophilus). Niektoré druhy
laktobacilov sa pouzivaji v mliecnom priemysle (jogurty). Tieto potraviny byvaju pre obsah
laktobacilov  doporuCované pacientom trpiacim Crevnou dysmikrobiou  vzniklou
z predchadzajuceho uzivania Sirokospektalnych antibiotik.

Vicsina druhov je schopna rastu pri teplote 45°C (Lactobacillus delbrueckii subsp.
delbrueckii ma pri tejto teplote optimum). Vi&Sina druhov skvasuje laktozu .° 20 2
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Obr.1 Lactobacillus rhamnosus
2.3.1 Taxonomia

o . o .. 14
Taxonomické zaradenie laktobacilov je nasledovné:

Doména: Bacteria
Kmeii: Firmicutes
Trieda: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celad:  Lactobacillaceae
Rod: Lactobacillus

2.3.2 Morfologia a fyziologia

Lactobacily st robustné nesporulujiice grampozitivne ty€inky, tvoriace Casté retiazky. 6
Bunky tvaru pravidelnych tyciniek (obvykle dlhsie), obcéas tiez kokovité, usporiadané
Vv palisadach alebo kratkych retiazkach. Fakultativne anaerdbne, obcas mikroaerofilné (slaby
rast na vzduchu, ale lep$i rast pri redukovanej koncentracii kysliku), niektori zéstupci
vyzaduju pri izolacii anaerobne podmienky. Obecne plati, Ze pritomnost’ 5% CO2 podporuje
rast laktobacilov. Chemoorganotrofné vyZzaduji bohaté komlexné média, ich metabolizmus je
fermentatorny. Neredukuju nitraty, nehydrolyzuju Zelatinu, katalaza negativna. Optimalna
rastové teplota je 30 az 40°C a optimum pH obvykle medzi 5,5-6,2. ° 1°

2.3.3 Vyskyt

Laktobacily st Siroko rozSirené v prostredi, obzvlast v najroznejSich potravinach
zivocisneho alebo rastlinného povodu (i Startovacie kultiry), v napojoch, v Cistej 1 znecistenej
vode, kyslej kapuste, silazach, bezne osidl'uji gastrointestinalny trakt vtakov a cicavcov
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a vaginu cicavcov, tvoria ¢ast’ normalnej ustnej flory mnoho teplokrvnych Zivo¢ichov vratane
< . , . 1
&loveka. Iba vzacne sii patogénne.

2.3.4 Metabolizmus

Podla druhu katabolického metabolizmu rozdelujeme rod Lactobacillus na tzv.
homofermentativne mliecne baktérie, ktoré pri skvasovani sacharidov produkuju prakticky iba
kyselinu mlieénu (napr. druhy L. delbrueckii, L. acidophilus, L. plantarum) ana tzv.
heterofermentativne, ktoré produkuju vedla kyseliny mlie¢nej eSte znacné mnozstvo ethanolu
a oxidu uhli¢itého (napr. L. fermentum, L. brevis, L. buchneri). *°

2.4 Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod anaerébnych grampozitivnych nesporulujicich ty¢iniek, velmi
rozmanitych tvarov, obvykle mierne zakrivené, Casto zhrubnuté ¢i s ndznakmi vetvenia.
Usporiadané jednotlivo, po dvoch vo ,,V* zoskupeniach, obcas v retiazkoch, palisadach alebo
ruziciach. Prilezitostne vykazuju zhrubnuté kokovité tvary. Patogénna aktivita bola popisana
u Bifidobacterium dentium. Uplatiuje sa pri zubnom kaze avzacne pri zmieSanych
endogénnych anaerébnych infekciach. Tu je oblas zachytené i B. longum aB. breve.*?
Nepohyblivé, nesporulujlice, neacidorezistentné, anaerdébne (niektoré druhy moézu réast’ na
vzduchu s doplnkom 10% CO2). Nerasta pod hodnotu pH 4,5 ani nad pH 8,5. Optimalna
rastovd teplota je vrozmedzi 37 az 41°C. Nachadzaju sa v tstach acrevnom trakte
teplokrvych stavovcov vratane ¢loveka, u hmyzu av odpadnych vodach. Bifidobaktérie st
prospesnou sucastou ¢revnej flory (u kojencov predstavuji az 90%), kde poméhaji udrzovat’
rovnovahu a znemoziujui inym patogénnym mikroorganizmom pomnozenie v ¢revach. Tieto
baktérie sii naviac vybavené mechanizmami, ktoré detoxikuju Skodlivé zlozky traveniny.
Pouzivaju sa v probiotikach. *°
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2.4.1 Taxonomia

Taxonomické zaradenie bifidobaktérii: 1°

e Doména: Bacteria
e Kmeil: Actinobacteria
e Trieda: Actinobacteria

e Rad: Actinobacteridae
e Celad:  Bifidobacteriales
e Rod: Bifidobacteriaceae

2.5 Rod Streptococcus

Rod Streptococcus obsahuje grampozitivne katalaza negativne koky usporiadané do dvojic
a retiazkov. Vac¢sina druhov je fakultativne anaerdbna, nepohyblivé, nesporulujice. Niektoré
druhy tvoria pizdra. Metabolizmus je fermentatorny, produkuje prevazne laktat, ale nie plyn.
Rastil v rozmedzi 25-45°C s optimom 37°C, nerasti pri 10°C. Chemoorganotrofné, k rastu
vyzaduji nutricne bohaté média a niekedy i 5% CO2. Kone¢nym produktom fermentacie
cukrov je kyselina mlie¢na. Stretdvame sa s nimi ako s komenzalmi sliznic, si stucastou
normalnej flory hlavne v dutine ustnej, hornych dychacich cestdich, mo6ézu kolonizovat
vaginalnu sliznicu (S. agalactiae), st pritomné v zaZivacom trakte. *2 *°

Ti Yy &

_‘h\, ‘ ’ % a A
Obr.3 Streptococcus thermophilus =2
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2.5.1 Taxonomia

Taxonomické zaradenie rodu Streptococcus *° ;
e Doména: Bacteria

e Kmeil: Firmicutes
e Trieda: Bacilli

e Rad: Lactobacillales
o Celad: Streptococcaceae
e Rod: Streptococcus

2.6 Deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Deoxyribonukleovd kyselina je geneticky aktivnou hmotou buniek. Je nositelkou
genetickej informacie. Informacia kédovana v Struktire DNA je dana poradim (sekvenciou)
nukleotidov v retazci. Z chemického hl'adiska je tato informécia suborom navodov pre
vyrobu vietkych typov bielkovin daného organizmu. * '8

2.6.1 Struktira DNA

DNA je heteropolymérna latka zlozend z mnoho malych molekul, tzv. monomérov, ktoré
su navzajom spojené kovalentnymi vizbami. Monomeéry, ktoré tvoria DNA sa oznacuju ako
nukleotidy.

Kazdy nukleotid sa skladd z troch réznych Casti: cukru typu pentozy, dusikatych baz
a fosfatu.

V pripade DNA cukernou zlozkou je pentéza 2-deoxy-D-ribosa. Dusikaté bazy zastipené
v DNA st derivaty purinu (adenin, guanin) a pyrimidinu (cytosin, thymin). Medzi N-bazami
protilahlych vlakien dochiddza k védzbovym interakcidm. Purinovd baza sa vzdy viaze
S pyrimidinovou bazou na zéklade komplementarity.

Molekula DNA pozostava z dvoch polynukleotidovych retazcov, ktoré su okolo seba
vzajomne obtocené do tvaru pravotocivej dvojzavitnice. Retazce st antiparalelné, tzn. Ze st
protismerne orientované, jeden z nich ma orientaciu cukorfosfatovej vazby 5°-3" a druhy 3'-
5’. Cukorfosfatovd kostra je umiestnend na vonkajSej strane dvojzavitnice, bazy su
umiestnené dovnutra a su orientované kolmo k sebe a pritom st Ciasto¢ne pootocené, ¢im
kopiruju otacky zavitnice. Bazy na opacnych ret'azcoch st spojené vodikovymi védzbami.
Pritom plati, ze adenin sa paruje dvoma vodikovymi védzbami s tyminom a guanin tromi
vodikovymi vézbami s cytozinom. 19111718 20 parovanim baz su vytvorené podmienky pre
spojenie dvoch polynukleotidovych retazcov, kde geneticky urcené poradie jednotlivych baz
jedného ret'azca jednoznacne determinuje poradie baz v retazci komplementarnom. %

Pretoze su vodikové vizby slabé, je mozno oba retazce DNA lahko oddelit’ napriklad
zahriatim. Béazy si navzdjom k sebe komplementarne, tzn. Ze nukleotidova sekvencia
V jednom ret’azci predpisuje nukleotidovii sekvenciu v druhom. *°
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Jednotlivé dvojice, tzv. pary baz (skratka bp, z anglického base pair) su v dvojzavitnici
DNA vzdialené 0,34nm. Na jednu otacku pripadd 10bp. Jedna oticka mé vysku 0,34 nm
a vonkajsi priemer dvojzavitnice je 2 nm. Vdaka charakteru parovania baz nie su oba dva
cukor-fosfatové retazce rozptylené v priestore rovnomerne pozdiz osi dvojzavitnice
a vysledkom vinutia je existencia velkého a malého zliabku. Hoci je velky zliabok Sirsi
amaly uz$i, oba su dost’ velké na to, aby sa sjednotlivymi badzami mohli kontaktovat’
proteiny. 19
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Obr.5 Priestorovy model dvojzavitnice DNA 22

2.6.2 Stabilita a denaturacia DNA

Pri zvySenej teplote  dochadza k preruSeniu vézieb prispievajucich k stabililizacii
dvojzavitnicového usporiadania DNA. Nativna Struktira sa zhruti a oba komlementarne
retazce sa oddelia a zaujimaji konformaciu nahodného klbka. K denaturacii dochadza
I posobenim d’alSich vplyvov rusiacich vazbové interakcie medzi oboma retazcami napr.
v alkalickom prostredi. Denaturdciu DNA doprevadza tzv. hyperchromny efekt, ktory
prameni z prerusenia elektronovych interakcii medzi susednymi bazami a dochadza pri nom
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k zvySeniu absorbancie ultrafialového svetla. Preto sa prechod medzi nativnym
a denaturovanym stavom spravidla sleduje meranim UV-absorpéného spektra pri 260 nm.
Stabilita dvojzavitnice DNA atym iteplota pri ktorej dochadza k denaturacii zavisi na
niekol’kych faktoroch. PredovSetkym sa na tepelnej stabilite podiela obsah guaninu
a cytozinu. S ich molarnym pomerom rastie teplota nutna k denaturacii, o suvisi s fixaciu
tychto parov pomocou troch vodikovych mostikov na rozdiel od dvoch vodikovych mostikov
vV pripade parov adeninu a thyminu. Dal$imi faktormi ovpliviiujucimi teplotu topenia si: pH,
ionova sila roztoku a povaha rozpustadla. K hyperchromnému posunu dochadza v izkom
rozmedzi tepldt, Co potvrdzuje, ze denaturécia je kooperativny proces, pri ktorom zhritenie
jednej Casti molekuly postacuje k destabilizacii jej zbytku. Teplota pri ktorej k denaturacii
dochadza sa nazyva teplota topenia (Tp,). 23

2.6.3 Replikacia DNA

Replikacia DNA (z poévodného reduplikdcia=zdvojovanie) je nutnym predpokladom pre
mitotické delenie buniek i pre delenie baktérii. Musi zaistit’ identické sekvencie nukleotidov
DNA dcérinych buniek v porovnani s DNA bunky materskej alebo baktérie. Replikacia sa
uskutociiuje semikonzervativnou cestou — do kazdej z dvoch dcérinych buniek prejde jedno
vlakno materskej dvojzavitnice DNA a druhé sa novo vystavia. Tym vznikna dva identické
pary retazcov aobe dcériné bunky dostdvaju rovnakua geneticku vybavu. Tvorba novych
retazcov je danda vyberom vhodnych nukleotidov, ktoré musia byt, aby sa zaclenili,
komplementarne.?*

rodic¢ovska DNA

Obr.6: Replikicia DNA™®
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Priebeh replikacie:
e Oba komplementarne retazce dvojzavitnice DNA sa od seba v urcitom tuseku
oddelia, rozvinu sa
e K obom oddelenym usekom sa komplementarne dostavia dva nové tuseky vzdy so
smerom rastu 5'—3’, priCom polarita na matricovom vldkne DNA je obratena:
35 2

2.7 Magnetické separacéné techniky

Magnetické Castice s stale viac zaujimavé pre ich roznorodé vyuzitie jak v oblasti
mediciny tak 1 bioldgie, chémie, biochémie ¢i lekarstva. 2 Naviac, magnetické Castice sa
vyuzivajii v genémovej analyze, kde molekulédrne metody sa stavaji stale viac dolezité. %

Mo6zu byt’ syntetizované v réznych velkostiach ¢i uz v nano alebo mikro meritku, zalezi na
ich vyuziti. Vyhody hydrofilnych mikrocastic st vich nizkej neSpecifickej adsorpcii
biologicky aktivnych =zlicenin, ktoré obsahuji iné reaktivne skupiny ako napriklad
karboxylové skupiny a chelatacné iminodiacetalové skupiny, ktoré sa vyuzivaju napriklad
k imobilizacii roznych ligandov (proteinov, enzymov, nukleotidov ai). 2% Porovnanim
S beznymi metédami je praca s magnetickymi Casticami rychla, jednoducha, citliva, bezpe¢na
a DNA sa ziskava vo vysokom vytaZzku a Cistote. Naviac pouzitie magnetického nosica
nevyzaduje Specidlne vybavenie aulahfuje automatizdciu pri rutinnej purifikacii.?®
Reverzibilna adsorpcia na pevnej faze zalozena na kremicitych nosicoch a anién vymennych
nosiCoch sa stala oblibena kizolacii DNA. Nukleova kyselina interaguje s kremicitym
povrchom pri vysokej koncentracii chaotropnych soli. Neskor$i rozvoj dosiahol aplikacie
magnetickych Gastic pri separacii DNA. ¥/

Magnetické nosi¢e vykazuju svoje magnetické vlastnosti len v pritomnosti vonkajSieho
magnetického pol'a. Nedochadza k vzniku rezidualneho magnetizmu, z ¢oho vyplyva Ze ak sa
sa tieto cCastice nenachadzaju v bezprostrednej blizkosti magnetického pola, vytvaraju
homogénnu suspenziu.®®  Reverzibilna imobilizacia na pevnej fize na magnetickych
Casticiach funkcionaliovanych s karboxylovymi skupinami je velmi uZitocna napriklad pre
izolaciu DNA fragmentov. 26

Magnetické nosi¢e maju na svojom povrchu funkéné ionové skupiny, ktoré su silno ¢i
slabo zésadité (kyslé), obsahuju ligandy alebo chelaty prechodnych kovov ¢i viazanu zlozku
prislusného afinitného paru. Behom magnetickej separacie mézu nastat’ rozne typy interakcii,
od nespecifickych ako st viazby hydrofébne, ionové ¢i vodikové, cez Specifické viazby az po
Specifické afinitné interakcie, co moZu byt’ interakcie typu enzym — inhibitor, streptavidin —
biotin, protilatka — antigen ai. °

Najlepsich vysledkov pri magnetickej separacii sa dosiahne, ak s ¢astice monodisperzné.
Magnetické castice potom maji jednotné chemické i fyzikalne vlastnosti a v roztokoch
nedochadza k ich agregacii tak 'ahko ako u castic polydisperznych.

Ak sa jedna o tvar, v praxi sa osvedcila forma gulicky, pretoze ma vyborné
hydrodynamické vlastnosti. Co sa velkosti magnetickych ¢astic tyka, uprednostiuje sa
velkost’ mikrometrova a mensia, castice potom maju Vacsi Specificky povrch, na ktory moze
dochazat’ k prichyteniu funkénych skupin alebo k imobilizacii biomolekul. Prilis malé ¢astice
nie s vhodné z toho dévodu, ze méze dojst’ k znaénému zniZeniu ich magnetickej citlivosti %
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2.7.1 Magnetické neporézne mikrocastice

Poly(2-hydroxyethyl methakrylat) (PHEMA) je hydrofilny nosi¢, znamy pre jeho
netoxicitu, mechanick stabilitu, biokompatibilitu a rozsiahle biomedicinske VyuZitie.25

Poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat) - P(HEMA-co-GMA) pokryty
karboxylovymi skupinami je jednym z typov magnetickych mikrocastic, ktoré sa pouzivaju k
izolacii bakterialnej DNA (Obr.7).

Magnetickti neporéznu mikrocasticu P(HEMA-co-GMA) mozno pripravit' disperziou
kopolymerizaciou 2-hydroxyethyl methakrylatu (HEMA) a glycidyl methakrylatu (GMA) v
pritomnosti koloidnych c¢astic magnetitu (Fe3O4) pokrytych kyselinou olejovou. Tato
kopolymerizacia je iniciovana dibenzoyl peroxidom, stabilizovana acetat-butyratom celulozy.
Hydroxylové skupiny mikrocastic sa oxiduji 2 % vodnym roztokom manganistanu draselného
v kyslom prostredi kyseliny sirovej. Nanocastice kobaltitého ferritu boli pripravené
koprecipitaciou Fe** a Co®" v pritomnosti kyseliny algovej. %’

D4

o X . . S a2 & -
Obr.7:  Elektronovy mikrosnimok magnetickych neporéznych P(HEMA-co-GMA)
mikrocastic®

2.8 Polymerazova ret’azova reakcia (PCR)

Polymerazova ret'azova reakcia (Polymerase Chain Reaction) je enzymova metoda, ktora
slizi k rychlej syntéze velkého mnozstva definovaného useku DNA in vitro. Vzhl'adom
k vysokej citlivosti detekcie je mozné PCR pouzit’ pre zistenie pritomnosti vel'mi malého
mnozstva nukleovej kyseliny vo vzorke. Zakladom tspesnej reakcie je pouzitie neporusené¢ho
useku DNA, ktory ma byt amplifikovany. 23 Specifita reakcie je zaloZena na pouziti dvoch
vychodzich nukleotidovych jednotiek (primerov), ktoré hybriduju do komplementarnych
sekvencii opacnych vlakien DNA a ohranicuju Ziadanu sekvenciu. % pre PCR je nutné poznat’
sekvencie hrani¢nych usekov fragmentov, ktory ma byt’ ampliﬁkovan}'/.23
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Nejedna sa o sériu manipulacii vyzadujicich zivé bunky, PCR sa prevadza v jedinej
mikroskiimavke jednoducho tak, ze sa DNA zmieSa so suborom reagencii a mikroskiimavka
sa vlozi do termalneho cycléru (termocycléru), zariadenia, ktoré umoziuje inkubovanie zmesi
pri réznych teplotach striedajticich sa v zhode s tym, ako bolo dopredu naprogramované. **

2.8.1 Princip PCR
Princip PCR je zaloZzeny na replikdcii nukleovych kyselin, ktora je zakladnym

molekularnym procesom vSetkych zivych organizmov. Podstatou PCR je cyklicky sa
opakujicu enzymova syntéza novych retazcov vybranych usekov dvojretazcovej DNA
v smere 5'—3" prostrednictvom DNA-polymerazy. Studovany tsek nukleotidovej sekvencie
je vymedzeny pripojenim dvoch primerov, ktoré sa viazu na protil'ahlé retazce DNA tak, ze
ich 3’-konce smeruju proti sebe. Po pridani DNA-polymerazy a nukleotidov potom prebieha
syntéza novych vlakien na oboch matricovych retazcoch protismerne. K syntéze DNA sa
pouzivaju termostabilné polymerazy izolované z termofilnych mikroorganizmov, napr. Taq
DNA-polymerédza z Thermus aquaticus odolévajtce teplotdm, pri ktorych DNA denaturuje.
To umoznuje, aby syntéza DNA prebichala opakovane formou cyklov. PCR je proces pri
ktorom sa v zavislosti na teplote reakénej zmesi pravidelne striedaji tri kroky, behom
krorych prebiehaju tri odlisné deje s odlisSnymi narokmi na teplotu:

e Denaturacia dvojretazcovych molekil DNA (94°C)

e Pripojenie primerov k oddelenym retazcom DNA (30-65°C)

e Syntéza novych retazcov DNA prostrednictvom DNA-polymerazy (65-75°C)
Vyslednym produktom PCR st amplikony — useky DNA definovanej dizky o velkosti
obvykle desiatky az tisice bp. *2

Obr.8: Princip PCR *®
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2.8.2 Komponenty PCR

Reakéna zmes (obvykle v rozmedzi 25 — 100 pl) sa sklada z nasledujtcich zloziek:

e Matrica DNA (DNA templat) — makromolekula DNA, podl'a ktorej sa komlementarne
syntetizuji nové retazce DNA. Obsahuje cielové miesta pre primery. Typické mnozstvo
bakterialnej a plazmidovej DNA pridavanej do reakcie, st 10 a 1 ng a 10 pg.

e Oligonukleotidové primery — byvaju synteticky pripravené a st komplementarne k DNA,
ktora ma byt amplifikovana. Primery st sekvencne Specifické a nesmu obsahovat’ falo$né
miesta na template. Typické primery maji 18-30 nukleotidov a obsahuju 40-60 % GC baz.
Teplota topenia primerov byva v rozmedzi 55-80°C. Primery by nemali byt medzi sebou
komplementarne, hlavne nie na 3’-konci, kde parovanie dvoch alebo troch baz méze viest
k vzniku dimérov primérov, hlavne pri nadbytku primérov. Potrebna koncentracia kazdého
priméru pre jednu reakciu je 0,1-0,5 pM.

¢ 3’-deoxynukleozid-5"-trifosfaty (ANTP) — (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) — stavebné kamene
pre syntézu novej DNA. Optimalna koncentracia je 200 uM, toleranéné rozpitie je 20-400
uM. Vysoké koncentracie dNTP (od 4mM aviac) posobia inhibi¢ne, pretoze vyvizuju
hore¢naté iony (Mg?")

e Mg”" i6ny — s nevyhnutné pre aktivitu DNA-polymerazy. Koncentracia Mg?* musi byt
optimalizovana pre kazdi kombiniciu primerov a DNA templatu. Obvykle sa pouziva
koncentracia 1,5mM Mg2+ . Toleran¢né rozpitie je 0,5-8mM. VysSie koncentracie i6nov
znizuje Specifitu PCR. U primerov bohatych na G a C bazy je ale pouZitie vyssSej koncentracie
Mg®* vhodnejsie.

e Pufor pre PCR — vytvéara optimalne prostredie pre DNA-polymerazu. Standardny reakény
pufor obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50mM KCI, 1,5mM MgCl,. Pripadne moze
eSte obsahovat’ acetamid, albumin, zelatinu alebo Tween 20.

¢ PCR voda — pouziva sa na doplnenie zmesi pre PCR na pozadovany objem. Najvhodnejsia
je voda o odpore 18 mQ alebo voda pre inekcie CSL 4.

2.8.3 Detekcia PCR produktu

Vysledky vicsiny PCR experimentov sa overuju elektroforézou cCasti amplifikovane]
reakénej zmesi v agar6zovom géle. Po ofarbeni ethidium bromidom sa amplifikovand DNA
objavi na géle ako pruh. 31 Velikost PCR produktu je porovnana s DNA standardom, ten
obsahuje DNA fragmenty o znamej vel'kosti. 18
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2.8.4 Vyhody a nevyhody PCR

2.8.4.1 Vyhody PCR

a) Vysoka Specifita a citlivost’ — V kombinacii s modernymi metdédami izolacia DNA
umoziuje PCR vySetrenie takmer akéhokol'vek materidlu, priCom k analyze teoreticky postaci
iba jedind molekula DNA.

b) Rychlost’ — amplifikacia trva 3-48 hodin (doba zavisi na dizke amplifikovaného tseku a
tiez na tom, aké vel’ké mnozstvo amplikonu potrebujeme pripravit).

c) Bezpecnost’ prace — pri PCR spravidla nepouzivame radioaktivne znac¢ené nukleotidy.

d)Naviznost’ na ostatné vySetremia — produkty PCR moézeme vyuzit k d’al$im
molekularnebiologickym analyzam

e) Dobra rozliSovacia schopnost’ — pomocou PCR sa da spravidla amplifikovat’ i silno
degradovani DNA (napr. zo starSich vzorkov, z kostrovych pozostatkov dlho ulozenych
v zemi atd.)

f) MoZnost’ automatizacie - ktort poskytuju cyklery, na ktorych je mozno iba zvolit
vhodny program (tj. zadat teploty, ¢asy a pocet jednotlivych cyklov), a potom nechat
prebehnit’ reakciu bez nutnosti akejkol'vek osobnej asistencie.®*

2.8.4.2 Nevyhody PCR

a) Dizka amplifikovaného tiseku — pomocou PCR sa nedaju amplifikovat’ dlhé sekvencie

b) Nutnost’ poznat’ sekvencie ohranifujuce amplifikovany usek — aby bolo mozné
vybrat’ vhodné primery

¢) Nepresnost’ replikacie — pri syntéze DNA mdbze dojst k chybnym zaradenim
nukleotidov k mutacii, ktora bude pri naslednych cykloch PCR ,kopirovana“ do novo
vznikajticich amplikonov.

d) MozZnost’ kontaminacie cudzorodou DNA — vyvolava vel'ké komplikacie hlavne pri
vySetreniach v klinickej genetike, kedy mdze byt k vzorku DNA od pacienta primieSana
DNA z iného vzorku, popr. 0d inej osoby (napr. pracovnika v laboratoriu)

e) Obtiaznost’ kvantitativneho stanovenia amplifikovaného produktu — tyka sa to
situacii, kedy vySetrujeme rozsiahlejSie delécie. Pokial’ je deletovany skiimany usek iba na
jednom homologickom chromozéme, zatial'¢o na druhom je odpovedajici tsek zachovany, je
mozné, ze primery nasadnu iba na tento nedeletovany homoldg, zatial¢o s deletovanym
chromozémom vébec hybridovat’ nebudt (nendjdu na nom komplementarne sekvencie, ktoré
su tiez deletované). Amplifikaciou potom vznikne rovnaky produkt ako u zdravej osoby bez
akejkol'vek delécie, takze pri gélovej elektroforéze sa u oboch vzorkov vytvoria identické
prazky tvorené amplifikovanymi usekmi. I ked’ bude u pacienta s deléciou ich mnozstvo
polovi¢né, uvedené experimentalne usporiadanie spravidla neumoziuje presnu kvantifikaciu.
Tieto problémy sa sCasti podarilo vyrieSit zavedenim niektorych modernych modifikécii,
napr. kvantitativna PCR (Real-time PCR). %
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3  MATERIAL A METODY

3.1 Bakterialne kultary

V praci boli pouzité vzorky DNA z vaginalnych tabliet (Tabulka 1) izolované fenolovou
extrakciou s naslednym prezrazanim etanolom i pomocou magnetického nosi¢a z hrubych

lyzatov buniek.

Dalgie bakterialne kmene, ktoré sa pouzivali ako pozitivne kontroly pri jednotlivych
reakcidch pochadzali z Ceské sbirky mikroorganismi v Brné a to kmene
Lactobacillus fermentum CCM 71927

Bifidobacterium breve Reuter196

3AL

Lactobacillus acidophilus CCM 48337

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 71907
Lactobacillus gasseri CCM 7009"
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCM 1753"
Lactobacillus plantarum CCM 7039"
Lactobacillus rhamnosus CCM 18257

Streptococus thermophilus CCM 4757

3.1.1 Vaginalne tablety

Tabulka 1 Vagindlne tablety aich deklarované zlozenie

Deklarované
Nazov tablety ZlozZenie Sprievodné latky Mnozstvo
buniek
Lyofilizovana
kultdra kmefa o min. 10° baktérii
1.Gynocaps | Lactobacillus casei monohydrat laktozy v1
variety Rhamnosus g
Daoderlein
L. rhamnosus,
L. delbrueckii subs.
2.Fermalac | bulgaricus, ., , 2x10° baktérii v
: nie st uvedené .
vaginal Streptococcus kapsli
salivarius subsp.
thermophilus
bezvoda glukéza, laktitol,
. monohydrat, kukuri¢ny $krob, | min. 1x10°
. L. gasserti, L. . . ,
3.Maldion hydroxypropylmethylceluloza, | lyofilizovanych
rhamnosus e e L .
oxid titanicity, stearan baktérii v kapsli

hore¢naty
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Tab.1 PokraCovanie - Vagindlne tablety a ich deklarované zloZenie

Deklarované
Nazov tablety ZloZenie Sprievodné latky MnoZstvo
buniek
Lactobacillus
bulgaricus, L.
4.Floragyn biphiQus, . gl}lvceridy‘Zpéeniénych' y v 1 tablete 2g
ovuli L. aCIdOphIIL_JS, klickov, vit. C, kys. mlie¢na, laktobacilov
L. thermophilus, L. | extrakt z morskych rias
casel,

L. plantharum

maltodextrin, laktoza,
mlie¢nan véapenaty, sodna sol' | 2x10° baktérii
karboxymetylskrobu, v kapsli

magnéziumstearat

L. acidophilus,
5.Gynolact | L. casei,
L. rhamnosus

3.2 Chemikalie a roztoky

Pre pripravu médii a roztokov boli pouzité nasledujiuce chemikalie:
Agaroza pre elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Brno, CR)

Ethanol (Lachema, Brno, CR)

Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Lachema, Brno, CR)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Lachema, Brno, CR)

Isoamylalkohol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Lachema, Brno, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lyzozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PCR agardza (Top-Bio, Praha, CR)

Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

RNaza A (Reanal, Budapest’, Mad’arsko)

SDS (Sigma, St. Lois, USA)

Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Amresco, Solon, USA)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan hydrochlorid (Tris-HCI) (Amresco, Solon, USA)
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3.2.1

Roztoky pre izolaciu a purifikaciu DNA

Jednotlivé postupy boli prevzaté zo skript Spanova a Rittich (2010)*

3.2.2

EDTA (0,5 M, pH 8): Do 800 ml destilovanej vody sa kvantitativne prenieslo 202,2 g
EDTA, za stidleho mieSania magnetickou miesackou. pH bolo upravené pridanim
NaOH v peletkach na hodnotu 8,0. Roztok bol doplneny destilovanou vodou do 1 000
ml a sterilizovany v autoklave (121 °C, 15 minut).

Tris-HCI (1 M, pH 7,8): V 80 ml destilovanej vody bolo rozpustené 12,1 g Tris-bazy.
pH upravené pomocou koncentrovanej HCI. Roztok sa doplnil destilovanou vodou do
100 ml a sterilizoval v autoklave (121 °C, 15 mintt).

Lyzaény roztok A: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0)

Lyzaény roztok B: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 mM EDTA (pH 8,0), lyzozym
(3mg/ml)

CIZ: zmes chloroformu a isoamylalkoholu v pomere 24:1.

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

SDS (20%): v 80 ml sterilnej destilovanej vody sa rozpustilo 20 g SDS. V pripade
pomalého rozpustania sa roztok zahrial na 68 °C. pH bolo upravené na hodnotu 7,0
niekol’kymi kvapkami koncentrovanej HCI. Roztok sa doplnil destilovanou vodou do
100 ml. Bez sterilizacie.

Proteinaza K (1 mg/ml, 100 pg/ml) Na analytickych vahach navazit prislusné
mnozstvo (10 mg, 1 mg) a doplnit' destilovanou vodou do 10 ml. Rozplnit do
alikvotov. Uchovavat pri — 20 °C.

Roztoky pre agarézovu gélovi elektroforézu

Prevzaté zo skript Spanova a Rittich (2010), ak nie je uvedené inak.

3.2.3

5 x TBE pufr: 54 g Tris bazy, 27,5 g kyseliny boritej a 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
doplnené do 1000 ml destilovanou vodou, vysledné pH upravené pomocou 1 M NaOH
na 8,3. Takto pripraveny zasobny roztok sa pred pouzitim riedi 10krat destilovanou
vodou na vyslednu koncentraciu 45 mM Tris, 45 mM kyselina borita a 1 mM EDTA.
nanasaci pufor (6x koncentrovany)

PCR vkladaci pufor Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

DNA §tandard Malamité 100 bp rebri¢ek (Moravské Prusy, CR)

DNA $tandard Malamité 50 bp rebri¢ek (Moravské Prusy, CR)

0,5 ug/ml ethidiumbromid: 100 pl roztoku EtBr (500ug/ml) sa zriedi 500 ml sterilnej
destilovanej vody.

PCR komponenty

PCR voda — voda pre injekcie CSL 4 (Biotika, Slovenskéa Iup&a, SR)

PCR pufor kompletny — reakény pufor 10x PCR Blue Buffer (obsahujici MgCly) pre
Taq DNA polymerazu 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)

MgCl, (25mM) (Top-Bio, Praha, CR)

dNTP zmes (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

primery (10 pmol/pl) — vid’. Tabul’ka (Oligo-Biotech, Hradec Kralové, CR)

Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)
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e DNA standard 100 bp rebri¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

(Obsahuje fragmenty: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp)
e DNA standard 50 bp rebri¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

(Obsahuje fragmenty: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 766, 916,1350 bp)

Tabulka 2 Zoznam pouzitych primerov

Teplota
« Oznacenie L Velkost’ PCR .
Specifickost’ primerov . hybridi- Referencia
primerov . produktu (bp)
zacie (°C)
) R eub
Univerzalne - 56 466 Haarman a Knol 2006
F eub
Rod Lactobacillus F_alllact_IS 58 92 Haarman a kol. 2006
R_alllact_IS
Rod Bifidobacterium Bif 164 55 523 Kok a kol. 1996
Bif 662
AciSl 58 750 Walter a kol. 2000
L. acidophilus 16Sl1
L. casei/paracasei Prl 55 Walter a kol. 2000
Casll *
L. delbrueckii Rdelb 58 94 Haarman a kol. 2006
Fdelb
L. gasseri Gasl 55 * Walter a kol. 2000
GaslI
L. paracasei Y2 58 290 Ward a Timmins 1999
paracasei
L. plantarum Planl 58 * Walter a kol. 2000
Planll
L. rhamnosus Prl 58 200 - 400 Walter a kol. 2000
Rhall
Streptococus Sthermophl 58 968 Lick a kol. 2001
thermophilus Sthermoph?2

*autor neuvadza velkost' §pecifického PCR produktu

3.3 Pristroje a pomocky

Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Digitalny fotoaparat Olympus

Exikator typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)

Fotoaparat Polaroid CD34 na film T667 (Ultra Lum, Polaroid, Cambridge, USA)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Mikrovlnna rira SMW 5020 (SENCOR, CR)

Laboratorne vahy B0430 (Ohaus, USA)

Minicykler PTC-100TM (MJ Research , Watertown, USA)

NanoPhotometer™ (Implen, Nemecko)

Ockovaci box (Fatran, CR)
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e Termocykler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA)

e Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

e Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Milano, Taliansko)

e Transilluminator TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)

e Zariadenie pre elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

e Zariadenie pre elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

e Zdroj elektrického napétia pre elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (Owil Scientific, USA)

e Bezné laboratorne sklo, umelohmotny material a bezné laboratérne pomocky

3.4 Magnetické nosice

poly(2-hydroxyethyl methacrylat-co-glycidyl methacrylat) P(HEMA-co-GMAS50%) (1:1)-
pokryty karboxylovymi skupinami

Velkost: lum
Obsah — COOH: 2,61 mmol/g
Obsah Fe: 6,55%

3.5 Metody

Prevzaté z Spanova a Rittich (2010)

3.5.1 Lyza buniek a izolacia DNA fenolovou extrakciou

Bunky boli zlyzované tak, ze 1 ml bakterialnej kultury sa stocil pri 15 000 ot./3 min.
Sediment bakterialnych buniek bol resuspendovany v 1 ml lyzaéného roztoku A a suspenzia
bola centrifugovna pri 15 000 ot/3 min. K sedimentu sa pridalo 500 ul roztoku B a vzorky sa
inkubovali pri laboratornej teplote 1 hod. Nasledne sa k suspenzii pridalo 25 pl 10% SDS
a5 pl proteinazy K a inkubovalo sa pri 55 °C do druhého dita. Z hrubého lyzatu bolo 20 pl
uschovanych pre gélova elektroforézu. K lyzatu sa pridalo 10 ul RNazy A a inkubovalo sa 30
minut pri 37 °C .

Fenolova extrakcia DNA zacala tym, Ze k lyzatu buniek sa pridal rovnaky objem fenolu
a vzorky sa premiesavali po dobu 4 min. Po centrifugacii pri 15 000 ot/3 min bola odobrana
vodna faza s DNA do cistej eppendorfky, kde sa k nej pridalo 700 ul C1Z. Po 4 minutovom
mieSani boli vzorky centrifugované (15 000 ot/3 min) a vodna faza s DNA opét odobrana do
Cistej eppendorfovej skimavky.

Pri prezraZzani DNA etanolom sa k DNA pridala 1/10 objemu 3 M octanu sodného a 1 ml
96 % etanolu. DNA bola vyzrazana pri -20 °C po dobu 15 min anasledne 15 min
centrifugovana pri 15 000 ot. Supernatant sa zlial a DNA bola ususena v exikatore. Na zaver
bola DNA rozpustend vo vhodnom objeme TE puftru.
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3.5.1.1 Zakoncentrovanie hrubého lyzdtu buniek

Hruby lyzat buniek z vaginalnych tabliet bol 2x zakoncentrovany podla nasledujuceho

postupu:

-K 350 pl hrubého lyzatu buniek sa pridalo 17 pl 3M octanu sodného.

-K zmesi sa pridalo 920 ul 96% etanolu.

-Inkubacia pri -20 °C 60 min.

-Po inkubacii sa zmes 15 min. centrifugovala pri 15 000 ot/min.
-Supernatant sa opatrne zlial a sediment bol ususeny v exikatore (15 min.).
-Po ususeni sa sediment rozpustil v 175 ul TE pufru.

3.5.2 Izolacia DNA z vaginalnych tabliet

1. Tableta bola sterilne odobrana, otrena ethanolom a rozdrtena.

2. K 1 g rozdrtenej tablety bolo pridané 5 ml lyza¢ného roztoku B, vzorka bola
rozsuspendovana.

3. Po 1 hodine inkubacie pri laboratornej teplote k vzorke bolo pridané 50 pl 20 % SDS
a 5 pl proteindzy K (1 mg/ml).

4. Vzorky boli inkubované pri 55 °C do druhého dna.

Z takto pripravenych hrubych lyzatov buniek pritomnych v tabletach sa DNA izoluje
metodou fenolovej extrakcie (3.5.2), alebo je pouzita pre separaciu DNA magnetickym
nosi¢om.

Tento hruby lyzat méze byt uchovany v mraznicke pri - 20 °C.

3.5.2.1 Priprava zmesi pre izolaciu DNA pomocou magnetickych nosi¢ov

Zmesi boli pripravené v eppendorfkovych skumavkéach (1,5 ml). (Objem jednotlivych

komponent je udavany v (ul) (Tabulka 3)

Tabulka 3 ZlozZenie zmesi

Poradie Komponenta Objem jednotlivych
komponent komponent (ul)
1 NaCl(5M) 80
2 Hruby lyzat buniek 60
3 PEG(40%) 40
4 Magnetické Castice (2mg/ml) 20
Vysledny objem 200
()

e Zmes bola pripravena podl'a Tabul’ky 3, bola premiesana a ponechana k inkubacii 15

minut pri laboratérnej teplote.

e Castice snaviazanou DNA boli odseparované pomocou magnetu 15 minat pri

laboratdrnej teplote.
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e Supernatant bol odpipetovany do Cistej ependorfovej skumavky a uvolnil sa magnet
Z magnetického pasu.

e Skamavka obsahujica nosi¢ s naviazanou DNA je premyta 1000 ul 70% ethanolu

e Castice boli odseparované magnetom 2 mintty pri laboratérnej teplote

e Ethanol sa zlial. Skimavky sa suSili v termostate pri 55°C do vyprchania ethanolu

e DNA bola eluovanéd do 100 ul TE pufru do nasledujuceho diia pri laboratdrnej teplote

e Castice boli odseparované 2 minuty pri laboratornej teplote

e Eluovana DNA je odpipetovana do Cistej ependorfky

e Takto pripravend DNA zmes sa pouzila pre PCR

3.5.3 Meranie koncentracie DNA vzoriek

Koncentracia  vzoriek bola merand  spektrofotometricky = pomocou  pristroja
NanoPhotometer™. Ako referencna vzorka bol pouzivany TE pufr. Absorbancia sa merala
v rozmedzi vinovych dizok 220 — 320 nm, pricom koncentricia DNA bola stanovena z
hodnoty absorbancie Azgo pri 260 nm, a to na zaklade poznatku, Ze DNA o koncentracii 50
ng/ul ma pri tejto vinovej dizke absorbanciu rovni 1.

Z pomeru hodnot Ajgo/Azgo Sa stanovila Cistota DNA. Pomer absorbancii ¢istej DNA sa
pohybuje v rozmedzi 1,8 — 2,0, ak vzorka obsahuje proteiny, je pomer mensi ako 1,8,
Vv pripade obsahu RNA je pomer vicsi nez 2,0.

3.5.4 Polymerazové retazové reakcie

Vsetky komponenty PCR reakcie boli pred pouzitim vzdy skontrolované a kratko
zcentrifugované. PCR zmes sa mieSala v boxe vopred vysterilizovanom UV Ziarenim.

3.5.4.1 ZloZenie PCR zmesi
Pouzivané PCR zmesi st uvedené v Tabulka 4.

Tabulka 4 Pouzivané PCR zmesi

Komponenta | F eub | FalllactIs | Bif 164 | AciSI Pri Pri Y2 Planl
PCR R_eub | R_alllact_1s | Bif 662 | 16SII Rhall Casll paracasei | Planll
PCR voda 10,5 17 17 15 13,5 13,5 10,5 16,5
PCR pufor

2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
kompletny
dNTP (10 mM) 1,0 0,5 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
5 primer

1,0 0,5 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
(10 pmol/ul)
3’ primer

1,0 0,5 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
(10 pmol/ul)
DNA polymeraza

2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(1U/ul)
MgCl, 2,0 0 0 0 2,0 2,0 3,0 2,0
DNA matrica

5,0 3,0 3,0 5,0 3,0 3,0 50 3,0
(10 ng/ul)
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Pokracovanie Tabulka 4

Komponenta | Gasl Sthermoph1 R_delb
PCR Gasl| Sthermoph?2 F_delb
PCR voda 13 15,5 15,5
PCR pufor
2,5 2,5 2,5
kompletny
dNTP (10 mM) 1,0 1,0 1,0
5’ primer
1,0 1,0 1,0
(10 pmol/ul)
3’ primer
1,0 1,0 1,0
(10 pmol/ul)
DNA polymeraza
1,0 1,0 1,0
1U/ul)
MgCl, 2,5 0 2,0
DNA matrica
3,0 3,0 1,0
(10 ng/ul)

3.5.4.2 Programy amplifikdcie

Programy amplifikacie pouzivané v tejto praci su zhrnuté v Tabulka , kde jednotlivé

riadky znamenaju kroky:

1. Denaturacia DNA pred prvym cyklom

2. Denaturacia DNA

3. Hybridizécia primerov
4. Syntéza DNA retazcov
5. Pocet cyklov (opakovanie krokov 2 az 4)

6. Dosyntetizovanie retazca v poslednom kroku

Tabulka 5 Zoznam pouzitych amplifikacnych programov

Eubacter | LBCrod | BIFI rod | LBCRHA | LBCCAS | STHERM
1. | 94°C/5 min | 94°C/5min | 95°C/5min | 95°C/5 min | 95°C/5 min 95°C/5 min
2. | 94°C/30's 94°C/1 min | 94°C/1 min | 94°C/30 sec | 94°C/30 sec 94°C/1 min
3. | 56°C/30's 56°C/1 min | 55°C/1 min | 58°C/30 sec | 55°C/30sec | 58°C/1 min
4. | 72°C/1 min | 72°C/1 min | 72°C/2 min | 72°C/1 min | 72°C/1 min 72°C/1 min
5. | 34 cyklov 34 cyklov 34 cyklov | 34 cyklov 34 cyklov 34 cyklov
6. | 72°C/7 min | 72°C/7 min | 72°C/7min | 72°C/7 min | 72°C/7 min 72°C/10 min
7. 10°C 10°C 10°C 10°C 10°C 10°C
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3.5.5 Gélova elektroforéza DNA na agaréze

V principe sa jedna o tri na seba nadvézujuce kroky:
e Priprava agar6zového gélu vhodnej hustoty (tak, aby bolo zabezpecené optimalne
rozdelenie o¢akavanych fragmentov DNA)
e Nanesenie vzoriek DNA spolu s vkladacim pufrom do komoérok na géle a preliatie
gélu TBE pufrom, delenie za napitia 60 V
e Farbenie ethidium bromidom s naslednou vizualnou detekciou fluorescencie
pomocou UV transluminatora a fotografickd dokumentacia

Pre elektroforézu PCR produktov sa pripravoval gél o hustote 1,8 %.

Na gél bolo nanesenych 25 ul DNA, resp. PCR produktu spolu s 5 pl nanasacieho pufru
Yellow load.

Ako DNA standard sa pouzival $tandard Malamité (100bp rebri¢ek) s DNA fragmentmi
dizky 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp alebo 3tandard
Malaité (50 bp rebri¢ek). Standardu sa na gél davalo 5 pl.

Vysledky agarozovej gélovej elektroforézy boli dokumentované odfotografovanim gélu
pomocou fotoaparatu Polaroid CD34 na film T667 alebo digitalnym fotoaparatom Olympus
FE-210.
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4 \/YSLEDKY

4.1 Tzolacia DNA z tabliet

Z piatich  hrubych lyzatov buniek vagindlnych tabliet bola vyizolovana DNA metddou
fenolovej extrakcie snaslednym prezrazanim etanolom a pomocou magnetického nosica
P(HEMA-co-GMA).

4.1.1 Priprava hrubého lyzatu buniek z tabliet

Tablety boli rozpustené v5 ml vody abunky vnich boli lyzované podla postupu
uvedeného v kapitole Material a metody.
Lyza buniek bola overena pomocou agardzovej gélovej elektroforézy (Obr.9).

Obr.9 Gélova elektroforéza (1,8% gél) hrunych lyzdatov buniek (15 ul na géle). Cislo behu
oznacuje cislo vzorky (vid. Tabulka ).

Beh Hruby lyzat Detekcia DNA
buniek tablety na géle
1. Gynocaps ++
2. Fermalac vaginal ++
3. Maldion +/-
4. Floragyn ovuli -
5. Gynolact -

e e i o o S rozna intenzita detekcie
e ———— nedetekovatel'né

— Na géle bola detekovana DNA u troch tabliet, u dvoch detekovana nebola.

4.1.2 1Izolacia DNA pomocou magnetického nosica

DNA z hrubych lyzatov buniek bola izolovand pomocou magnetického nosi¢a vid.

Material a metody.
Koncentracia eluovanej DNA bola zmerana spektrofotometricky vid’. Tabulka. 6.
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Tabulka. 6 Koncentrdcia DNA a pomer Azsonm/A2s0nm

Vzorka Tableta lZOll\;[:::;i)?\I A c(ng/ ].ll) A260nm/A280nm 1]\)/1;;212;‘;;
1. Gynocaps MN 9,0 2,12 0,9
2. Fermalac vaginal MN 2,0 -8 0,2
3. Maldion MN 15 -6 0,2
4, Floragyn ovuli MN 8,0 3,84 0,8
5. Gynolact MN 5,8 2,60 0,6

MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

Bola izolovana DNA.
Z ddvodu nizkych koncentrécii vyizolovanych DNA sa nerobilo riedenie vzoriek na 10 ng/pl.
Vzorky o uvedenych koncentraciach sa pouzili do PCR.

4.1.3 1Izolacia DNA metédou fenolovej extrakcie

DNA z hrubych lyzatov buniek bola izolovand metdédou fenolovej extrakcie podla
postupu.

Koncentracia DNA bola zmerana spektrofotometricky (Tabulka 7) a vyriedena

na c=10 ng/ul (Tabulka 8).

Tabulka 7 Koncentrdacia DNA a pomer Azsonm/A2sonm

Vzorka Tableta lZOll\Z/'l[:lteO;i)?\I A C(llg/ l,ll) A260nm/A28Onm y;zzzt:;;
1. Gynocaps FE 157 4,74 31,4
2. Fermalac vaginal FE 24,5 1,45 4,9
3. Maldion FE 124.5 1,86 24,9
4. Floragyn ovuli FE 38,5 1,43 7,7
5. Gynolact FE 74,5 1,41 14,9

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom

Tabulka 8 Riedenie DNA na c=10ng/ul

Metéda | Riedenie na 10 ng/ul do objemu
Vzorka Tableta izolacie | 100 pl
DNA ul vzorky ul TE pufru
6. Gynocaps FE 6,37 93,63
7. Fermalac vaginal FE 40,80 59,20
8. Maldion FE 8,00 92
9. Floragyn ovuli FE 26,00 74,00
10. Gynolact FE 13,4 86,6

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom

Po uprave koncentracie boli vSetky vzorky pripravené na pouzitie do PCR.
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4.2 PCR s univerzalnymi primermi — overenie amplifikovateI’'nosti DNA

DNA ztabliet bola amplifikovanda pomocou polymerazovej retazovej reakcie
S univerzalnymi primermi podla Haarmanovej (2005) (Material a metody). Boli detekované
$pecifické PRC produkty 466 bp po amplifikdcii DNA izolovanej jak fenolovou extrakciou
tak i magnetickymi nosi¢mi.
PCR produkty boli detekované pomocou agardzovej gélovej elektroforézy (Obr. 10).
PCR reakcia prebiehala podla programu Eubacter (tab.5) a namie$anic PCR zmesi je zapisané
v Tabul’ke.4 (vid’. 3.5.4)

Obr. 10 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov (466 bp). Amplifikacia DNA bola
prevedend S univerzalnymi primermi podla Haarmanovej3 :

i &2 43 %4 45 6 48788 590w RPKINK

«—PCR produkt

e

36



Mnozstvo PCR
Beh Tableta Izolacia DNA DNA v PCR
. produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 45 +++
2. Fermalac vaginal 10 +++
. MN
3. Maldion 7,5 ++
4, Floragyn ovuli 40 ++
5. Gynolact 30 ++
6. Gynocaps 50 +++
7. Fermalac vaginal FE 50 +
8. Maldion 50 +++
9. Floragyn ovuli 50 ++
10. Gynolact 50 +++
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12, Negativna kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — standard

PK - pozitivna kontrola s DNA L. fermentum CCM 71927

NK - negativna kontrola.

-+, rozna intenzita detekcie produktu

e eeeereeenteennasaeenresanenes nedetekovatel'né

DNA izolovana zo vsetkych tabliet sa amplifikovala v PCR (bol detekovany PCR produkt
0 vel'kosti 466 bp).

4.3 Rodovo Specificka PCR

Bola prevedena rodovo Specificka PCR pre Lactobacillus a Bifidobacterium.

4.3.1 Rodovo $pecificka PCR pre rod Lactobacillus

K amplifikacii DNA rodu Lactobacillus boli pouzité rodovo $pecifické primery
F_alllact_IS R_alllact_IS (PCR produkt 92 bp). PCR produkty boli detekované pomocou
agarozovej gélovej elektroforézy (vid Obr.11). Amplifikacia rodovo Specifickych PCR
produktov prebiehala podl'a programu LBCROD (vid’ Tabulka 5) a namiesanie PCR zmesi je
zapisané v Tabul'ke.4 (vid'. 3.5.4).
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Obr.11 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov (92 bp). Amplifikovanda bola DNA s
rodovo Specifickymi primermi F_alllact_IS R_alllact_IS.

Mnozstvo PCR
Beh Tableta I1zolacia DNA DNA v PCR
. produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 27 +++
2. Fermalac vaginal 6 +++
- MN
3. Maldion 4,5 +++
4. Floragyn ovuli 24 ++
5. Gynolact 18 +++
6. Gynocaps 30 +++
7. Fermalac vaginal FE 30 +++
8. Maldion 30 +++
9. Floragyn ovuli 30 +++
10. Gynolact 30 +++
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12, Negativna kontrola -

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — Standard

PK - pozitivna kontrola s DNA L. fermentum CCM 71927

NK - negativna kontrola

B e i e i o e S rozna intenzita detekcie

mreeteseretesntereentasananes nedetekovatel'né

Po amplifikacii DNA bol detekovany PCR produkt o velkosti 92 bp. PCR produkty boli
detekované u vSetkych tabliet.
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4.3.2 Citlivost’ PCR pre rod Lactobacillus

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmeda L. fermentum CCM 71927, ktora bola
vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1fg. Vysledky agar6zovej gélovej
elektroforézy s zobrazené na Obr.12

Obr.12 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov specifickych pre rod Lactobacillus.
Bolo detekované réozne mnozstvo DNA s primermi.

Beh MnozZstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg +++
4, 10 pg +++
5. 1 pg +++
6. 100 fg +++
7. 10 fg ++
8. 1fg ++

vve

na géle je 1 fg.
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4.4 Rodovo Specificka PCR pre rod Bifidobacterium
K amplifikacii DNA rodu Bifidobacterium boli pouzité rodovo $pecifické primery

Bif 164 a Bif 662

s PCR produktom velkosti 523 bp (Obr. 13). Amplifikdcia rodovo

Specifickych PCR produktov prebiehala podl'a programu BIFI ROD (vid Tabulka 5)
a namieSanie PCR zmesi je zapisané v Tabul'ke.4 (vid. 3.5.4).

Obr. 13 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov (523 bp). Amplifikovana bola DNA
s primermi Bif 164 a Bif662.

4 23w el

Bt 700 8. 8010

NK

MnozZstvo
Metdda izolacie PCR
Beh Tableta DNA v PCR
DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 27 +
2. Fermalac vaginal 6
. MN
3. Maldion 4,5
4, Floragyn ovuli 24
5. Gynolact 18
6. Gynocaps 30 ++
7. Fermalac vaginal 30 ++
: FE
8. Maldion 30
9. Floragyn ovuli 30 4+
10. Gynolact 30 +/-
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
Negativna
12.
kontrola
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FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — Standard

PK - pozitivna kontrola s DNA B.breve Reuter1963"-
NK - negativna kontrola

e e e e ST rozna intenzita detekcie

mreeteseretesntereentasananes nedetekovatel'né
Po amplifikacii DNA bol detekovany PCR produkt o velkosti 523 bp. PCR produkty boli
rdznej intenzity.




4.4.1 Citlivost’ PCR pre rod Bifidobacterium

PCR bola prevedend s DNA zbierkového kmena B.breve Reuter1963*"

, ktora bola

vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1fg. Vysledky agar6zovej gélovej
elektroforézy st zobrazené na Obr. 14

Obr.14 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre rod Bifidobacterium.

Bolo detekované réozne mnozstvo DNA s primermi.

Beh MnozZstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg ++
4. 10 pg +
5. 1 pg -
6. 100 fg -
7. 10 fg -
8. 1fg -

vve

géle je 10 pg.

4.5 Druhovo $pecificka PCR pre druhy Lactobacillus

Boli prevedené druhovo Specifické PCR a zaroven bola stanovena citlivost’ jednotlivych
druhovo $pecifickych PCR pre druhy Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus,

pre skupinu — Lactobacillus casei/paracasei,

Lactobacillus paracaseli,

plantarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus delbrueckii.

Lactobacillus
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4.5.1 Druhovo Specificka PCR — Lactobacillus acidophilus

Na amplifikaciu DNA druhu Lactobacillus acidophilus

bola pouzita PCR s druhovo

$pecifickymi primermi AciS| a 16SIl. Amplifikovany PCR produkt méa dizku 750 bp (Obr.
15). Amplifikacia rodovo Specifickych PCR produktov prebiehala podl'a programu LBCRHA

(vid’ Tabul’ka 5) a namieSanie PCR zmesi je zapisané v Tabulke 4 (vid’. 3.5.4).

Obr.15 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov (7150 bp). Amplifikovand bola DNA
s primermi AciSl a 16 SlI.

SN £ JaN2 NN

6 78 910

PK NK

MnoZstvo
Metoéda izolaci PCR
Beh Tableta clofa 120741 | bNA vV PCR
DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 45
2. Fermalac vaginal 10
. MN
3. Maldion 7,5
4, Floragyn ovuli 40
5. Gynolact 30
6. Gynocaps 50
7. Fermalac vaginal 50
- FE
8. Maldion 50
9. Floragyn ovuli 50
10. Gynolact 50
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/pl)
Negativna
12.
kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — Standard
PK - pozitivna kontrola s DNA Lactobacillus acidophilus CCM 48337

NK - negativna kontrola

[+ 4+

rbzna intenzita detekcie
nedetekovatel'né

PCR produkty Specifické pre druh L. acidophilus neboli detekované.
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4.5.2 Citlivest’ PCR pre DNA Lactobacillus acidophilus

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmena Lactobacillus acidophilus CCM 4833" |
ktora bola vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1fg. Vysledky
agardzovej gélovej elektroforézy su zobrazené na Obr. 16

Obr.16 Agar6zova gélova elektroforéza PCR produktov $pecifickych pre druh Lactobacillus
acidophilus. Bolo detekované rézne mnozstvo DNA s primermi.

Beh MnozZstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg ++
4. 10 pg ++
5. 1 pg -
6. 100 fg -
7. 10 fg -
8. 1fg -
S-Standart

PK-pozitivna kontrola

vwe

géle je 10 pg.

4.6 Druhovo Specificka PCR — Lactobacillus rhamnosus
Na preukazanie baktérii druhu Lactobacillus rhamnosus bola pouzita PCR s druhovo
$pecifickymi primermi Prl a Rhall. Boli detekované dva PCR produkty o velkosti 400 a 200

bp (Obr. 17). Amplifikacia rodovo Specifickych PCR produktov prebiehala podl'a programu
LBRHA (vid’ Tabulka 5) a namieSanie PCR zmesi je zapisané v Tabul'ke 4 (vid'. 3.5.4).
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Obr.17 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (400 a 200 bp). DNA bola

amplifikovand s primermi Prl a Rhall.
- 2" 58ad NG

—-

/=8, O, 410

—

PK

MnozZstvo
Metoda izolacie PCR
Beh Tableta DNA v PCR
DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 27 S
2. Fermalac vaginal 6 o+
. MN
3. Maldion 45 ++
4, Floragyn ovuli 24
5. Gynolact 18
6. Gynocaps 30 4+
7. Fermalac vaginal 30 +/-
: FE
8. Maldion 30 F++
9. Floragyn ovuli 30
10. Gynolact 30
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
1 Negativna
kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — $tandard

PK - pozitivna kontrola s DNA Lb. rhamnosus CCM 1825'

NK - negativna kontrola

B e i o i e e SRR r6zna intenzita detekcie

e —————————— nedetekovatel'né

Boli detekované PCR produkty réznej intenzity o velkosti 400 a 200 bp po amplifikacii
DNA. L. rhamnosus bol prekazany u 3 vyrobkov — (Gynocaps, Fermalac vaginal a Maldion).
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4.6.1 Citlivest’ PCR pre druh Lactobacillus rhamnosus

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmefa Lb. rhamnosus CCM 1825", ktoré bola
vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1fg. Vysledky agarozovej gélovej
elektroforézy su zobrazené na Obr. 18

Obr.18 Agardozova gélova elektroforéza PCR produktov $pecifickych pre druh Lactobacillus
rhamnosus. Bolo detekované réozne mnozstvo DNA s primermi.

Beh Mnozstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg +++
4, 10 pg +
5. 1 pg +/-
6. 100 fg +
7. 10 fg -
8. 1fg -

ovwve

na géle je 100 fg.
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4.7 PCR specificka pre skupinu — Lactobacillus casei/paracasei

Na preukazanie pritomnosti baktérii skupiny Lactobacillus casei/paracasei bola pouzita
PCR s druhovo Specifickymi primermi pre Prl a Casll. Amplifikovali sa dva PCR produkty
0 vel'kosti 400 a 200 bp. Detekcia PCR produktov je uvedena na Obr. 19. Amplifikacia
rodovo $pecifickych PCR produktov prebichala podla programu LBCCAS (vid’ Tabul’ka 5)
a namieSanie PCR zmesi je zapisané v Tabul'ke 4 (vid. 3.5.4).

Obr.19 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov (400 a 200 bp) s primermi Prl
a Casl|I.

2 3 45 6 78 9 10 PK NK

'

MnozZstvo
Metoda izolacie PCR
Beh Tableta 201 1 DNAVPCR
DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 45
2. Fermalac vaginal 10
. MN
3. Maldion 7,5
4, Floragyn ovuli 40 -
5. Gynolact 30 +/-
6. Gynocaps 50
7. Fermal inal 50
ermalac Yagma FE
8. Maldion 50
9. Floragyn ovuli 50 +/-
10. Gynolact 50 +/-
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12, Negativna kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — Standard

PK - pozitivna kontrola s DNA L. paracasei ssp. paracasei CCM 1753"

NK - negativna kontrola

B e i e i e e S rozna intenzita detekcie

s nedetekovatel'né
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Boli detekované PCR produkty o velkosti 400 a 200 bp minimalnej intenzity u dvoch
vyrobkov.

4.7.1 Citlivost’ PCR pre skupinu Lactobacillus casei/paracasei

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmetia L. paracasei ssp. paracasei CCM 17537,
ktora bola vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg. Vysledky agar6zovej gélovej elektroforézy
st zobrazené na Obr. 20.

Obr.20 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre skupinu
Lactobacillus casei/paracasei . Bolo detekované rézne mnozstvo DNA s primermi.

Beh Mnozstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg +++
4, 10 pg +/-

v

na géle je 100 pg.

4.8 Druhovo Specificka PCR — Lactobacillus paracasei

Na zaradenie bakterialnych kmenov do druhu Lactobacillus paracasei bola pouzita PCR
s druhovo Specifickymi primermi Y2 a paracasei. Bol detekovany PCR produkt o velkosti
290 bp (Obr.21). Amplifikacia rodovo Specifickych PCR produktov prebiehala podla
programu LBCRHA (vid’ Tabul’ka 5) a namiesanie PCR zmesi je zapisané v Tabul'ke.4 (vid'.
3.5.4).
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Obr. 21 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (290 bp). Bola amplifikovana DNA
izolovand z tabliet s primermi Y2 a paracasei.
1. 2.0 30 dae 5 6 7 8 9 10 PK NK

MnoZstvo
Metdéda izolacie PCR
Beh Tableta DNA v PCR
DNA . produkt
zmesi (ng)

+/-
1. Gynocaps 27
2. Fermalac vaginal MN 6 +
3. Maldion 45
4, Floragyn ovuli 24
5. Gynolact 18 +++
6. Gynocaps 30 ++
7. Fermalac vaginal 30 4+

: FE
8. Maldion 30 +
9. Floragyn ovuli 30 ot
10. Gynolact 30
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)

12. Negativna kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou S naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — Standard

PK - pozitivna kontrola s DNA L. paracasei ssp. paracasei CCM 1753"

NK - negativna kontrola

e e o e o o rozna intenzita detekcie

e eans nedetekovatel'né

Specifické PCR produkty (290 bp) boli detekované u vietkych vyrobkov. PCR produkty boli
rdznej intenzity.
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4.8.1 Citlivost’ PCR pre druh Lactobacillus paracasei

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmetia L. paracasei ssp. paracasei CCM 1753,
ktora bola vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg. Vysledky agar6zovej gélovej elektroforézy
s zobrazené na Obr. 22

Obr.22 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov S$pecifickych pre druh
Lactobacillus paracasei . Bolo detekované rézne mnozstvo DNA s primermi.

Beh Mnozstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt

1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg +++
4. 10 pg +++
5. 1pg +/-
6. 100 fg +/-
7. 10 fg -

8. 1fg -

vwe

na géle je 100 fg .

4.9 Druhovo Specificka PCR — Lactobacillus plantarum

Na zaradenie bakterialnych kmenov do druhu Lactobacillus plantarum bola pouzita PCR
s druhovo Specifickymi primermi Lfpr(Planl) aPlanll. Bol detekovany PCR produkt
o0 velkosti 250 a 500 bp (Obr. 23). Amplifikacia rodovo Specifickych PCR produktov
prebiehala podl'a programu LBCRHA (vid’ Tabul'ka 5) a namie$anic PCR zmesi je zapisané
v Tabul’ke.4 (vid. 3.5.4).
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Obr.23 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov po amplifikacii DNA izolovanej
Z tabliet metodou FE a MN (250 a 500 bp) s primermi Lfpr(Planl) a Planll

MnoZstvo
Metoda PCR
Beh Tableta N DNA v PCR
izolacie DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 27
2. Fermalac vaginal 6 +
. MN
3. Maldion 4,5
4, Floragyn ovuli 24
5. Gynolact 18
6. Gynocaps 30
7. Fermal inal 30
ermalac _vaglna FE
8. Maldion 30
9. Floragyn ovuli 30
10. Gynolact 30 +
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12. Negativna kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou S naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — standard

PK - pozitivna kontrola s DNA L. plantarum CCM 7039"

NK - negativna kontrola

e e o e o o rozna intenzita detekcie

"t e s nedetekovatelné

PCR produkty Specifické pre druh L. plantarum boli detekované u dvoch vyrobkov, boli
velmi slabej intenzity.
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4.9.1 Citlivost’ PCR pre druh Lactobacillus plantarum

PCR bola prevedend s DNA zbierkového kmetia Lactobacillus plantarum CCM 7039,
ktora bola vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg. Vysledky agarézovej gélovej elektroforézy
st zobrazené na Obr. 24

Obr.24 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre druh Lactobacillus
plantarum. Bolo detekované rézne mnozstvo DNA s primermi.

Beh Mnozstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng ++
3. 100 pg +
4. 10 pg -

evwe

géle je 100 pg.

4.10 Druhovo Specificka PCR — Lactobacillus gasseri

Na zaradenie bakterialnych kmenov do druhu Lactobacillus gasseri bola pouzita PCR
s druhovo $pecifickymi primermi Gasl a Gasll. Bol detekovany $pecificky PCR produkt (Obr.
25). Amplifikacia rodovo Specifickych PCR produktov prebiehala podl'a programu LBCCAS
(vid’ Tabul’ka 5) a namieSanie PCR zmesi je zapisané v Tabul'ke.4 (vid. 3.5.4).
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Obr. 25  Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov. Amplifikovand bola DNA
s primermi Gasl a Gasl|I.

Mnozstvo
Metoda izolacie PCR
Beh Tableta ZOTC® 1 DNAVPCR
DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 27 -
2. Fermalac vaginal 6 -
. MN
3. Maldion 45 +/-
4, Floragyn ovuli 24 -
5. Gynolact 18 -
6. Gynocaps 30 -
7. Fermalac vaginal 30 -
: FE
8. Maldion 30 ++
9. Floragyn ovuli 30 -
10. Gynolact 30 -
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12, Negativna kontrola -

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom
MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosic¢a

S — standard

PK - pozitivna kontrola s DNA L. gasseri

NK - negativna kontrola

s e e i e e S rozna intenzita detekcie

s nedetekovatel'né

Specificky PCR produkt bol detekovany u 1 vyrobku.
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4.10.1 Citlivost’ PCR pre druh Lactobacillus gasseri

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmena Lactobacillus gasseri, ktora bola
vyriedena na 10ng, Ing, 100 pg, 10 pg. Vysledky agarézovej gélovej elektroforézy su
zobrazené na Obr. 26

Obr.26 Agardzova gélova elektroforéza PCR produktov $pecifickych pre druh Lactobacillus
gasseri. Bolo detekované rozne mnoZstvo DNA s primermi.

S 1 2 3 4

Beh MnozZstvo DN_A PCR
v PCR zmesi produkt
1. 10ng ++
2. 1ng +
3. 100 pg -
4. 10 pg -

evwe

na géle je 1 ng.

4.11 Druhovo Specificka PCR - Lactobacillus delbrueckii

Na zaradenie bakterialnych kmenov do druhu Lactobacillus delbrueckii bola pouzita PCR
s druhovo Specifickymi primermi Rdelb a Fdelb (Haarman 06). Bol detekovany PCR produkt
o0 vel'kosti 94 bp (Obr. 27). Amplifikacia rodovo $pecifickych PCR produktov prebiehala
podl'a programu STRTHER (vid’ Tabul’ka 5) a namieSanie PCR zmesi je zapisané v Tabul'ke
4 (vid.3.5.4).
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Obr.27

1--%2- % 37488

G0 O- 81 0)

PK NK

Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (94 bp) s primermi Rdelb
a Fdelb(Haarman 06).

MN FE
MnoZstvo
Metoéda izolaci PCR
Beh Tableta crofa 12074 | DNAVPCR
DNA . produkt
zmesi (ng)
1. Gynocaps 9
2. Fermalac vaginal 2 o+
. MN
3. Maldion 15
4, Floragyn ovuli 8
5. Gynolact 6
6. Gynocaps 10
7. Fermalac vaginal 10 4+
: FE
8. Maldion 10
9. Floragyn ovuli 10
10. Gynolact 10
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12, Negativna kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom

MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica
S — Standard

PK - pozitivna kontrola s DNA Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CCM 71907
NK - negativna kontrola

e

rozna intenzita detekcie
nedetekovatel'né

Po amplifikacii DNA izolovanych zo vzoriek bol detekovany PCR produkt o vel'kosti 94 bp.
PCR produkty boli roznej intenzity. PCR produkt Specificky pre druh Lactobacillus
delbrueckii bol detekovany po amplifikacii DNA u jedného vyrobku.
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4.11.1 Citlivost’ PCR pre druh Lactobacillus delbrueckii

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmena Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
71907, ktora bola vyriedend na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1fg. Vysledky
agardzovej gélovej elektroforézy su zobrazené na Obr. 28

Obr.28 Agardozova gélova elektroforéza PCR produktov $pecifickych pre druh Lactobacillus
delbrueckii. Bolo detekované rézne mnoZstvo DNA s primermi.

Beh Mnozstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt
1. 10ng +++
2. 1ng +++
3. 100 pg +++
4, 10 pg +++
5. 1 pg +
6. 100 fg -
7. 10 fg -
8. 1fg -

vwe

na géle je 1 pg.

4.12 Druhovo $pecificka PCR - Streptococus thermophylus

Na zaradenie bakterialnych kmenov do druhu Streptococus thermophylus bola pouzita
PCR s druhovo Specifickymi primermi Sthermophl a Sthermoph2. Bol detekovany PCR
produkt o velkosti 968 bp (Obr. 29). Amplifikacia rodovo S$pecifickych PCR produktov
prebiehala podl'a programu STRTHER (vid’ Tabulka 5) a namieSanie PCR zmesi je zapisané
v Tabulke 4 (vid'. 3.5.4).
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Obr.29 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov (968 bp). DNA bola amplifikovand

s primermi Sthermoph1l a Sthermoph?2.

FMARS

Mnozstvo .
Metoda izolacie Detekcia
Beh Tableta DNA v PCR
DNA . PCR produktu
zmesi (ng)
1. Gynocaps 27
2. Fermalac vaginal 6 +++
. MN
3. Maldion 45
4, Floragyn ovuli 24
5. Gynolact 18
6. Gynocaps 30
7. Fermalac vaginal 30 +
- FE
8. Maldion 30
9. Floragyn ovuli 30
10. Gynolact 30
Pozitivna kontrola
11. +++
(10ng/ul)
12, Negativna kontrola

FE - izolacia DNA fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom

MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosica

S — Standar

PK - pozitivna kontrola s DNA Streptococus thermophilus CCM 4757

NK - negativna kontrola
.......... rozna intenzita detekcie
.......... nedetekovatel'né

e

Specificky PCR produkt o velkosti 968 bp bol prekazany v jednom vyrobku.
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4.12.1 Citlivost’ PCR pre druh Streptococus thermophilus

PCR bola prevedena s DNA zbierkového kmena Streptococus thermophylus CCM 4757,
ktora bola vyriedena na 10ng, 1ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1fg. Vysledky
agarozovej gélovej elektroforézy su zobrazené na Obr. 30.

Obr.30 Agarézova gélova elektroforéza PCR produktov $pecifickych pre druh Streptococus

thermophylus. Bolo detekované rézne mnozstvo DNA s primermi.

Beh MnozZstvo DNA v PCR zmesi PCR produkt

1. 10ng ++++

2. 1ng ++++

3. 100 pg +++

4, 10 pg +++

5. 1 pg ++

6. 100 fg +

7. 10 fg +/-

8. 1fg -

cvve

na géle je 10 fg.
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4.13 Vysledky rodovej a druhovej identifikacie vagindlnych tabliet

Vysledky uvedené v Tabul'ke. V Tabulke je uvedend i citlivost’ PCR pre jednotlivé PCR.

Rodov4 a druhovi identifikécia Citlivost’ PCR Detekované
V tablete ¢.
rod Lactobacillus 1fg 1,2,3,5
rod Bifidobacterium 10 pg 1,2,4,5
druh L. acidophilus 10 pg nedetekované
druh L. rhamnosus 100 fg 1,2,3
skupina L. casei/paracasei 10 pg 4,5
druh L. paracasei 100 fg 1,2,3,4,5
druh L. plantarum 100 pg 2,5
druh L. gasseri 1ng 3
druh L. delbrueckii 1pg 2
druh Streptococus thermophylus 10 fg 2

Citlivost PCR- Najniz§ie mnozstvo DNA amlifikovate'nej v PCR za vzniku amplikoénu
detekovatel'ného na géle

4.14 Zrovnanie deklarovaného zloZenia daného vyrobcom s identifikaciou
pomocou PCR

Tableta PCR PCR
Deklarované zloZenie Zhodna Nezhodna
identifikacia identifikacia
Lactobacillus casei variety L. rhamnosus
1.Gynocaps Rhamnosus Déderlein L. paracasei rod Bifidobacterium
L. rhamnosus
L. rhamnosus L. delbrueckii ssp. | L. paracasei
2. Fermalac | L. delbrueckii ssp. bulgaricus | . p-| =P
. L bulgaricus L. plantarum
vaginal Streptococcus salivarius ssp. . .
) Streptococus rod Bifidobacterium
thermophilus .
thermophilus
3. Maldion L. gasseri L. gasseri
L. rhamnosus L. rhamnosus
L. bulgaricus
L. biphidus
4. Floragyn L. audophlll_Js L. casellpar_acasel rod Bifidobacterium
ovuli L. thermophilus L. paracaseli
L. casei
L. plantharum
Lb. acidophilus Lb. casei/paracasei
. . Lb. plantarum
5. Gynolact Lb. casei Lb. paracasei o .
rod Bifidobacterium
Lb. rhamnosus
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5 DiskusiAa

5.1 Izolacia baterialnej DNA a spektrofotometrické stanovenie

DNA z piatich vaginadlnych tabliet bola izolovana a purifikovana metodou fenolovej
extrakcie 1 pomocou magnetického nosica P(HEMA-co-GMA) . Pre zistenie koncentracie a
Cistoty izolovanej DNA z tabliet bola spektrofotometricky zmerana absorbancia v rozsahu
vinovych dizok (220-320 nm)®. Koncentracia DNA bola v rozmedzi 1,5-157 ng/ul. Velké
rozmedzie koncentracie DNA mohlo byt sposobené inhibitormi DNA.

DNA po fenolovej extrakcii bola vyriedend na 10 ng/ul. DNA izolovand pomocou
magnetického nosica sa neriedila z dovodu nizkej koncentracie a 1-5 ng/pl (zalezalo na druhu
tablety) bolo d’alej pouzité pre DNA amplifikaéné metddy.

5.2 PCR pre domému Bacteria

Izolovand DNA zo vSetkych tabliet je amplifikovatel'na. Po amplifikdcii DNA boli
detekované PCR produkty (466 bp) u vsetkych tabliet jak izolovanej DNA metodou fenolove;j
extrakcie s naslednym prezrazanim etanolom tak i izolovanej DNA pomocou magnetického
nosi¢a P(HEMA-co-GMA) z hrubych lyzatov buniek, ¢o potvrdilo ich zaradenie do domény
Bacteria. *

5.3 Rodovo Specificka PCR pre Lactobacillus

PCR produkt odpovedajtci rodu Lactobacillus (92 bp) bol detekovany u vsetkych tabliet
vo vel'mi dobrej intenzite jak u izolovanej DNA metddou fenolovej extrakcie s naslednym
prezraZzanim etanolom tak i izolovanej DNA pomocou magnetického nosica 30

5.4 Rodovo Specificka PCR pre Bifidobacterium

S vyuzitim rodovo $pecifickych primerov bolo zistené, Ze v Styroch z piatich testovanych
tabliet bol detekovany PCR produkt odpovedajici rodu Bifidobacterium (523 bp), co
neodpoveda deklarovanému popisu tabliet.>’ DNA izolovana z prvej tablety bol detekovany
produkt, jak pomocou magnetického nosica, tak i pomocou fenolovej extrakcie s naslednym
prezrazanim ethanolom. U poslednych dvoch tabliet bol preukazany produkt iba pomocou
fenolovej extrakcie. U tablety ¢.3 rod Bifidobacterium preukazany nebol.
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5.5 Amplifikacia DNA s druhovo $pecifickymi primermi pre Lactobacillus
acidophilus

S vyuzitim druhovo Specifickych primerov boli testované vzorky, ¢i obsahuji L.
acidophilus.® PCR produkt odpovedajuci L. acidophilus (750 bp) sa nepodarilo detekovat u
ziadnej z DNA izolovanej z tabliet i po opakovanej analyze 1 napriek tomu, ze tento druh bol
deklarovany u dvoch z piatich tabliet.

5.6 Amplifikacia DNA s druhovo Specifickymi primermi pre Lactobacillus
rhamnosus

Pre zaradenie vzoriek do druhu L. rhamnosus boli pouzité druhovo Specifické primery.
PCR produkt odpovedajuci L. rhamnosus (400 a 200 bp) sa podarilo detekovat’ u prvych troch
tabliet ®® . Rozdiel bol iba v intenzite bandov.

Pomocou magnetického nosica (beh ¢. 1-3) sa amplifikovali prvé tri vzorky pricom treti
band sa prejavil slabsou intenzitou, pomocou fenolovej extrakcie s naslednym prezrazanim
ethanolom sa prejavili takisto prvé tri vzorky, avSak intenzita u druhej vzorky bola minimalna.

Podarilo sa preukazat’ L. rhamnosus u prvych troch tabliet, kde bol aj deklarovany, u piatej
tablety, kde bol tento druh deklarovany, sa ho preukazat’ nepodarilo.

5.7 Amplifikacia DNA s druhovo S$pecifickymi primermi pre skupinu
Lactobacillus casei/paracasei

S vyuzitim druhovo S$pecifickych primerov bolo testované, ¢i vzorky obsahuju L.
casei/paracasei.® PCR produkt odpovedajuci L. casei/paracasei (400 a 200 bp) sa podarilo
detekovat’ iba v minimalnej intenzite u behu €. 5. 9, 10, €o podl'a intenzity PCR pre dany druh
mozno pokladat’ za menej ako 10 pg/ul vo vzorke.

5.8 Amplifikacia DNA s druhovo $pecifickymi primermi pre Lactobacillus
paracasei

PCR produkt odpovedajuci L. paracasei (290 bp) %sa podarilo detekovat’ u behu ¢. 1
V minimalnej intenzite aVvbehu ¢. 5 vo velmi dobrej intenzite, ¢o predstavuje vzorky
izolované pomocou magnetického nosi¢a. U behov €. 6,7,8,9, ¢o predstavuje DNA izolovanu
fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim ethanolom, bola dobra intenzita bandov, v 10.
behu bola minimalna. Tieto vysledky nie st v zhode s deklarovanymi.
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5.9 Amplifikacia DNA s druhovo $pecifickymi primermi pre Lactobacillus
plantarum

Pre zaradenie vzoriek do druhu L. plantarum boli pouzité druhovo $pecifické primery.
% PCR produkt odpovedajuci L. plantarum (250 a 500 bp) sa podarilo detekovat’ vo velmi
slabej intenzite u behu ¢. 2, ¢o predstavuje vzorky izolované pomocou magnetického nosica
a U behu ¢.10, co predstavuje DNA izolovanu fenolovou extrakciou s naslednym prezrazanim
ethanolom. Ziskané vysledky nie st zhodné s idajmi uvedenymi vyrobcami.

5.10 Amplifikacia DNA s druhovo $pecifickymi primermi pre Lactobacillus
gasseri

Specificky PCR produkt odpovedajuci L. gasseri sa podarilo detekovat’ u druhej tablety jak
uizolovanej DNA metoédou fenolovej extrakcie s naslednym prezrazanim etanolom tak
i vyizolovanej DNA pomocou magnetického nosica .>*

5.11 Amplifikacia DNA s druhovo $pecifickymi primermi pre Lactobacillus
delbrueckii

PCR produkt odpovedajuci Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (94 bp) sa podarilo
detekovat’ u druhej tablety z DNA izolovanej jak pomocou magnetického nosica, tak
i pomocou fenolovej extrakcie s naslednym prezrazanim ethanolom.®®  Pri detekcii PCR
produktu Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus sa vytvarali silné diméry primérov.
Napriek tomu sa podarilo preukizat’ tento druh u tablety €. 2, kde bol aj deklarovany.
V tablete €. 4, kde bol tento druh deklarovany, sa ho nepodarilo preukazat’.

5.12 Amplifikacia DNA s druhovo Specifickymi primermi pre Streptococus
thermophylus

PCR produkt odpovedajuci Streptococus thermophylus (968 bp) sa podarilo detekovat
udruhej tablety, kde bol aj deklarovany. Rozdiel bol v intenzite bandov.*® Pomocou
magnetického nosica sa amplifikoval silny band, pomocou fenolovej extrakcie s naslednym
prezrazanim ethanolom sa detekoval band slabej intenzity. U tablety €. 4, kde bol tento druh
deklarovany, sa ho nepodarilo preukazat’.

Potvrdenie vysledkov vyZaduje pouzitie d’alSich molekularne-biologickych metod.
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6 ZAVER

Ciel'om prace bolo preukazanie probiotickych bakterii v 5 ré6znych vaginalnych tabletach
pomocou molekularne-biologickych metdd. K izolacii DNA z hrubych lyzatov buniek boli
pouzité magnetické neporézne mikrocastice P(HEMA-co-GMA) pokryté karboxylovymi
skupinami. Ako kontrola bola pouzita DNA izolovana metodou fenolovej extrakcie
s naslednym prezrazanim ethanolom. Koncentracia DNA bola stanovena spektrofotometricky.

K identifikacii DNA z tabliet boli pouzit¢ primery pre Specificki DNA domény, rodu
adruhu. PCR zmes obsahovala rézne mnozstvo DNA (vrozsahu 1,5-50ng DNA).
Amplifikovany PCR produkt bol detekovany pomocou agarézovej gélovej elektroforézy
s naslednym ofarbenim gélu ethidiumbromidom. Ziskané vysledky identifikacie baktérii
pomocou PCR boli porovnané s udajmi uvedenymi vyrobcami.

Magneticky nosi¢ bol vhodny pre izolaciu DNA kompatibilny s PCR. DNA izolovana
zZ vaginalnych tabliet bola pomocou PCR metdd zaradena do rodu Lactobacillus a druhov L.
rhamnosus, skupiny L. casei/paracasei, L. paracasei, L. plantarum, L. gasseri, L. delbrueckii
a Streptococus thermophilus. Druh L. acidophilus sa nepodarilo detekovat’ v Ziadne;j tablete.
Zhodna identifikacia bakteridlnych druhov bola preukdzana ujednoho druhu tabliet
(Maldion).
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8 PRILOHY

Vysledky prace boli prezentované formou posteru na vedeckej konferencii X1V. Setkdni
biochemikii a molekuldarnich biologii (20.-21. 4. 2010)

od agina eko é e komplexné prostredie oro Obr 3 Agarozove gelove elektroforé=a PCR procukioy specifickveh pre dru Lactobacilhus
delbriweckii <94 bp) DNA bola complifil-ovanc s primeryi Relelb a Fdelb(Hacrmen 06)
dra en do aktoba asnej dobe probiotické d
aktobacilo predsta a potencial p ad okého
pektra gynekolog problémo od zapalu az po dyskomfo
gynekolégii a pérod e maju probiotikd miesto nielen pri preve
ale aj pri dolie¢ovani gynekolog e
el prace elom prace bolo preukazanie probio bakte
0 agina ableta poOmoco ole arne-biolog etod PCR produkt
Pre izola DNA bola testovana reverzibilna a pevnej faze
ola DNA o) ato b e e agne e
epore e OCa e P a 0 B po e aroo O ez azamm etanol
pina S — standart
PK - pozitivna kontrola s DNA Zactobacillus delbrueckit subsp. bulgaricus CCAL 71907
aterial a e DNA abliet bola olovand pomoco NK - negativn:
etického nosica b atov buniek. Ako kontrola bola pouzita Obr 4 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktoy specifickveh pre drih Streptococus
DNA izolovana metédou fenolovei extrakcie asled Drezraza 1hermophilis (968 bp) DNA Bola amplifikovanc s primermi Sthermophl a Sthermoph2
etanolo once acia DNA bola anovena spe ofotome PCR
e obsahovala rozne 0 0 DNA 0zsa Ong DNA 3
Amplifikova PCR p bol detekova pomocou a 6zovej gélove « PCR produkt
elektroforé asled ofarbe gé ethid bromido >
de a DNA abliet bo e p e pre Spe DNA
ao e (o]0 ad ao a
2b.1 PCR prime !
- - E - 1zolicia DNA fenolovou extrakeio wlednym prezrazanim etanolom
Specifickost’ Omatenie Teplota Velkost PCR Referencia MN — 1zolacia DNA pomocou magnetickeho nosica
primero primeroy hybridizacie produktu (bp) S — standart
°C) PK - pozitivha kontrola s DNA Srreprococus thermophilus CCAL 4757
Univerzalne F_ewb 5% a0 Haarman a kol NK - negativna kontrola
F_eub 2005 Tab.2 Detekcia PCR prochikiov pre rod Lactobacillus a pre drudn Lb.
Fod F_alllact IS 58 % Haarman a kol Lb. delbruec stococts thermophilis
Lactobacillus E_alllact IS 2005 P —— peetmeapes | produiiupes,. | prodmien || gesdsies wie
Lb. rhamnosus il 58 200 - 400 Walter a kol 2000 it | <* | 8 procisrera
Phall = o o =
Streptococus Sthermophl 58 968 Lick akol el
thermophilus Sthermoph2 T
Lb. delbrueckni Rdelb 58 9 Haarman a kol
Fdelb 2006 FE pod x50 i
ed a d a DNA olovana abliet pomoco ==
gne eno 0 a a enoliovo e a 0 Dola pe ovana a
aKiade dqele e proa 0 e 0 araaene (o]0 BN o
actoba Druhovo 3 4 PCR a rdézna pre iednotlivé MN — iz0lcin DNA pomocou magnetického nosica
SHHAE A rézna mtenzita detekcie
ble ed ej elektroforézy PCR produkto edené na - nedetekovatelné
ob ob 4, detekcia je a ane ed Tab.3 V agmdlne tablety, IC’I /o..enle a porovnmue deklarovanych vdajov
acie e ocou PCR porovnane da ede o pr i baktéril u vmi vyrob i s identifikdciou pomocou PCR
ob Nazov tabloty Deklarovane PCR PCR
w1 Ag 2élov PCR p Specifickvch pre rod Lactobacillis Sokseridine m——— Mastscs baniek
(9 by DNA boles g )llﬁkmmui.y orimermi F_alllact IS a R_alllact_IS. T ys Ty o T e
caset variety -Lb. paracasei Byfidobacterum vig
Rhamnosus
Doderiein
2. Fermalac “Lb. rhammomiz “Lb. rhamnomiz b, paracase: Z10F baktéril v
vaginal Lb. -Lb. Lb. kapsh
subs. bulgaricus subs. -rod
salivarue subsp. -Streptococus :
thermophilus thermophilus
< 3. Maldion “Lb. gassers “Lb. gassers min 1x10°
—PCR produkt ~Lb. rhamnosus -Lb. rhamnosus Iyofilizovanych
bakténi v kapsh
3 Floragyn “IB. bulgaricus I5. v 1 tablete 28
MN FE ovuli -Lb. biphidus casevparacase -rod laktobacilov
= -Lb. acidophilus -Lb. paracase Bifidobacterium
[FE - izolacia DNA fenolovou extrakcion = nasleduym prezazanim etanolom :2:‘ :‘:""‘"l“"
[MN — izolacia DNA pomocou magnetického nosién Ty
S — Standar: 5. Gymolact Lo Ecrdepiiie Zk b plant 22107 bakte
- Gymol ~Lb. acidophilue | -Lb. ~ plantarum 2= i
PK - pozitivna kontrola s DNA Lb. Fermennum CCAM 71927 IR cesviparacisst By Vkapsli
NK - negativna kontrola Lb. rhamnosus -Lb. paracaset Bifidobactersum

Obr.2 Agardzova gélova elekiroforéza PCR produktov 3pecifickvch pre druh Lactobacillus

rhamnosus(400 a 200 bp). DNA bola amplifikovanc s primermi Prl a Rhall Tab.4 Vysledky rodovej a ) ie u i tabliet s na citlivost’
PCR
Rodovi a druhova Citlivost' | Detekované
i PCR v ublele (-5
rod Zactobacillus 10 pg
rod Bifidobacteritum 10 pg
druh Lb. acidophilus 10 pg
PCR produkt
dmh Lb. rhammnosus 100 fg
skupma Lb. caset/paracasei 10 pg.
druh Lb. paracasei 100 fg
druh Zb. plantarum 100 pg
druh Zb. gasseri I ng
. druh Lb. delbrueckii 1 pg
m' "“L',T.f'.:’-’;ri-‘,f"::l‘mf."'.'.'".f.'.‘l'&:.ll'f":ffﬁ preriusie) smacion druh Streptococus thermophilus 10 fg
Seadacs » o “Citlivost PCR- Najmzsic mnozstvo DNA amlifikovatelnej v P ikénu detekovatelného na géle
PK - pozitivna kontrola s DNA Lb. rhamnosus CCM 15257 ane osi& bol vhodnv bre izolacii DNA kompatib PCR
NK - negativna kontrola
aver: DNA olovana g ablie pomocou PCR metod za do actoba a druhov Lb. rhamno pina Lb. casel/paracase
aracase e b. delbrue a eptoco ermop D b. acidop a o detekova dnej tablete
de bakteria druho pre a u jednej table dio

66



	dosky
	titulny list
	zadanie
	PCR-vysledna verzia

