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ABSTRAKT

Prace byla zaméfena na selektivni izolaci bakteridlni DNA pomoci magnetickych nosict se
streptavidinem (PGMA-NH,-STV, MPG" Streptavidin). Bylyoptimalizovany podminky
funkcionalizace nosicidvéma biotinylovanymi sondami: mnoZstvi nosi¢e, mnozstvi sondy,
vazba biotinylové sondy na streptavidin. Pro hybridizaci byla pouzita purifikovand DNA
Lactobacillus. Byla testovana vazba DNA na sondu (DNA/DNA hybridizace) a nespecificka
vazba DNA na castice. Cilova DNA, eluovana z nosice, byla identifikovana pomoci PCR
s primery R16-1 a LbLMAIl-rev a s primery P_eub a F_eub. MnoZstvi sondy navazané na
nosi¢ bylo stanoveno spektrofotometricky. Bylo zjisténo, ze k funkcionalizaci lze pouzit
biotinylovanou sondu o koncentraci 5 pmol/ul, ptiddvanou k nosi¢i v poméru nosic¢:sonda 1:1.
Bylo ukazano, Ze nespecifickd adsorpce DNA na nosi¢ MPG® Streptavidin je vyrazng mensi
nez na nosic PGMA-NH,-STV. DNA/DNA hybridizaci s vyuzitim  nosice
MPG" Streptavidinbyla izolovana DNA z &isté kultury Lactobacillus. Postup byl aplikovan na
izolaci DNA z mlécnych vyrobkd.

ABSTRACT

The aim of the work was the selective isolation of bacterial DNA with help of magnetic
carriers covered by streptavidine (PGMA-NH,-STV, MPG" Streptavidin). Conditions of
functionalisation of carriers using two biotinylated probes were optimized: the amount of
carrier, the amount of probe, binding of biotinyled probe to streptavidine. Purified DNA
Lactobacilluswas used for hybridization. DNA binding to the probe (DNA/DNA
hybridization) and nospecific adsorption of DNA to the carrier were tested. Target DNA
eluted from the carrier was identified using PCR with primers R16-1 and LbLMA1-rev and
with primers P_eub and F_eub. The amount of probe bound to the carrier was estimated using
UV spectrophotometry. It was estimated that biotinyled probe can be used for
functionalisation in concentration 5 pmol/ul added to the carrier in the ration carrier : probe
1:1. It was shown that nonspecific DNA adsorption to the MPG® Streptavidin is significantly
lower than to the carrier PGMA-NH,-STV. Using DNA/DNA hybridization and the
MPG" Streptavidin, DNA from pure culture Lactobacillus was isolated. Procedure was
applicated for DNA isolation from milk products.
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1 Uvop

Bakterie mlé¢ného kvaseni maji pro potravinaisky prumysl velky vyznam. Hraji dtlezitou roli
ve vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkl, zeleniny a masa, ale také pti zpracovani jinych
produktti jako napt. vino. Velkd pozornost je vénovana predev$im jedné skupiné bakterii
mlécného kvaseni a to probiotickym bakteriim, které maji pozitivni uc¢inek na zdravi ¢lovéka.
Probiotika mohou zmirfiovat laktézovou intoleranci, alergii na potraviny, snizovat hladinu
cholesterolu, omezovat vyskyt prijmu, stimulovat imunitni systém, potlacovat nadory a
chranit proti rakoving tlustého stfeva udrzovanim rovnovahy zdravé intestindlni mikroflory.
Pro jejich blahodarné ucinky je v soucasné dobé zaznamenavan v potravinaiském a
farmaceutickém priimyslu jejich velky rozmach.

Pro izolaci a identifikaci jednotlivych bakterii se vyuzivaji molekularné biologické metody.
Tyto metody jsou neustdle vylepSovany a vyvijeji se nové technologie, materialy a postupy
izolace bakteridlnich bunck, aby se zefektivnila a urychlila identifikace. Novy trend
predstavuji pfedevsim magnetické separacni techniky, které vyuzivaji mikro- a nanocastice
s imobilizovanym ligandem, pro separaci biomolekul a bunck. Podle povahy ligandu lze
izolovat uréitou skupinu biomolekul jako napt. DNA, RNA, proteiny nebo buiiky. Castice
funkcionalizované streptavidinem Ize vyuZzit na selektivni separaci DNA. Principem je
navazani biotinylované sondy na streptavidin a pomoci DNA/DNA hybridizace izolovat
komplementarniho fetézec DNA.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie mlééného kvaSeni

Bakterie mlééného kvaseni jsou Gram-pozitivni, nepohyblivé, fakultativné anaerobni bakterie
patiici do roda Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Enterococcus [1, 2]. Hlavni kone¢ny produkt fermentace bakterii mlééného
kvaseni, kyselina mlécnd, je vyuzivany v potravinarstvi jako konzervacni prostiedek [3]. Patii
mezi nejcastéji pouzivané mikroorganizmy ve fermentovanych potravinach. Hraji dilezitou
roli ve vyrobé fermentovanych mléénych vyrobki, zeleniny a masa, ale také pii zpracovani
jinych produktti jako napt. vino [1, 4]. PIni hlavni ulohu pfi pozadovaném kysani piislusnych
pozivatin, tj. pii fermentaci sacharidii na kyselinu mlé¢nou a octovou a vedlejSimi metabolity
piispivaji k tvorbe typické chuti a aroma piislusného fermentovaného produktu [5].

2.1.1 Bakterialni kultury v mlékaiském primyslu

V mlékaiském pramyslu se bakteridlni kultury vyuzivaji na vyrobu jogurtl, kyslomléénych
napojit (kysané mléko, acidofilni mléko, kefir, smetana), dale na vyrobu zrajicich syrt,
tvarohll a masla z kysané smetany. Podle optimalni teploty rlistu 1ze tyto bakterie rozdélit do
dvou skupin: mezofilni a termofilni [5, 6].

2.1.1.1 Mezofilni bakteridlni kultury

Mezofilni bakteridlni kultury se v mlékatstvi vyuzivaji nejcastéji. Jejich optimalni teplota
rustu je 20 — 30 °C. Maji vybornou kysaci a aromatvorni schopnost a vyuzivaji se pii vyrobé
témér veskerych mléénych produktd (kromé jogurtl) tj. kysané mléko, kysané smetany na
vyrobu masla, konzumni tvarohy, vSechny druhy syri. Do této skupiny bakterii patii
nasledujici druhy homo- a heterofermentativnich bakterii mlééného kvaseni: Lactococcus
lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar
diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp.
dextranicum (5, 6].

2.1.1.2 Termofilni bakterialni kultury

Mezi termofilni bakteridlni kultury patii bakterie rodG Lactobacillus, Streptococcus a
Bifidobacterium. Termofilni zakysové kultury obsahuji kokovité a palickovité termofilni
bakterie mlé¢ného kvaseni s optimalni teplotou ristu v rozmezi 40 az 45 °C. Pro mlékarenské
fermentace se vyuzivaji Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Lactobacillus delbruckii
ssp. bulgaricus, Lactobacillus delbruckii ssp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
acidophilus 5, 6].



2.1.2 Bakterialni kultury v masném primyslu

Fermentace je tradicni metoda zpracovani a ichovy masnych produkti, kterd dodava stabilitu
a zadané senzorické vlastnosti. Charakteristickou vlastnosti fermentovanych masnych
vyrobki je jejich typicka chut, aroma a dlouhé trvanlivost [4]. Mezi mikroorganizmy vhodné
pro tyto ucCely patii: Lactobacillus plantarum, Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus
pentosus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus damnosus (syn. P. cerevisiae), Pediococcus
pentosaceus, Streptomyces griseus [5].

2.2 Probiotika

Probiotika jsou zivé mikroorganizmy, které maji blahodarny efekt na zdravi hostitele. Inhibuji
rist nezadouci mikrofléry v intestindlnim traktu, produkuji organické kyseliny a
antimikrobidlni latky [7, 8]. Probiotika mohou zmirfiovat laktézovou intoleranci, alergii na
potraviny, snizovat hladinu cholesterolu, omezovat vyskyt prajmi, stimulovat imunitni
systém, potlacovat naddory a chranit proti rakoviné tlustého stfeva udrzovanim rovnovahy
zdravé intestinalni mikroflory [9]. Tento ptiznivy ucinek je podminén pozitim dostatecného
mnozstvi Zivych bakterii. Doporutena koncentrace je v rozmezi 10® — 10° CFU/g produktu
(8, 10].

Ze skupiny bakterii mlé¢ného kvaSeni patii mezi probiotika nékteré druhy Lactobacillus,
Bifidobacterium, Leuconostoc, Enterococcus, Saccharomyces a Pediococcus. Z bakterii
neprodukujicich kyselinu mlé¢nou Ize mezi probiotika zatradit druhy rodu Bacillus a n¢které
druhy kvasinek Saccharomyces (Tabulka 1) [11].

Tabulka 1: Nej¢astéji pouzivana probiotika [11]

Bakterie neprodukujici

Lactobacillus Bifidobacterium Jiné bakterie N

k. mlé¢nou
L. acidophilus B. adolescentis E. faecalis B. cereus
L. casei B. animalis E. faecium B. subtilis
L. crispatus B. bifidum L. lactis S. boulardii
L. gasseri B. infantis P. acidilactici S. cerevisiae
L. johnsonii B. lactis
L. paracasei
L. reuteri

L. rhamnosus

vewvr

e adheze na buiky
e produkce kyselin, peroxidi nebo bakteriocind schopnych usmrcovat nezédouci
skupiny mikroorganizmu

e soutéZeni s patogenem o vazbu na sliznici stieva

e soutéZeni o substrat

e stimulace imunitniho systému [9].
Pro svoje blahodarni ucinky na zdravi ¢lovéka byvaji probiotické bakterie piidavany do
jogurti a jinych fetmetovanych mléénych produktii [7].

10



2.3 Nabidka potravin s obsahem probiotickych bakterii v CR

V soucasné dob¢ je na naSem trhu Sirokd Skéla potravin obsahujicich probiotické bakterie.
Nejvice zastoupeny jsou v mléénych vyrobcich — jogurty, zakysané jogurtové napoje, syry,
ale jsou pifidavany také do détskych instantnich kasi. Velmi populdrni jsou i1 ve
farmaceutickém pramyslu, kde existuje velké mnozstvi preparati ve formé tablet a
probiotickych dopliikii s riznym obsahem probiotickych bakterii. V men§im mnoZzstvi jsou
vyuzivany i v masném priumyslu pii vyrobé fermentovanych masnych vyroki.

2.3.1 Legislativa

Legislativa je zakotvena v sbirce zdkonti Ceské republiky. Na potraviny se vztahuje zakon
110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych
souvisejicich zakontl.

Pro ucely tohoto zdkona se rozumi potravinami latky urené ke spotfebé Cclovékem v
nezménéném nebo upraveném stavu jako jidlo nebo népoj, nejde-li o 1é¢iva a omamné nebo
psychotropni latky. Za potravinu podle tohoto zdkona se povazuji 1 piidatné latky, latky
pomocné a latky urcené k aromatizaci, které jsou urceny k prodeji spotiebiteli za ucelem
konzumace (§2 bod a). Dale se dle tohoto zakona rozumi doplitkem stravy potravina, jejimz
ucelem je dopliovat béZnou stravu a kterd je koncentrovanym zdrojem vitaminli a
mineradlnich latek nebo dalSich latek s nutricnim nebo fyziologickym uéinkem, obsazenych
v potraviné samostatné¢ nebo v kombinaci, uréend k piimé spotiebé¢ v malych odmétfenych
mnozstvich (§2 bod 1) [12].

2.3.2 Produkty — priklady
Mezi firmy produkujici nejznaméjsi produkty patii napf.
Danone a.s. (BeneSov)

e Actimel
Actimel je zakysany jogurtovy napoj, ktery obsahuje 2 jogurtové kultury Lactobacillus
bulgaricus a Streptococcus thermophilus a navic obsahuje unikatni kulturu L. casei (komercni
nazev L. casei Defensis). Jedna lahvicka Actimelu obsahuje 10 miliard této unikatni kultury.
Actimel je nabizen v 5 rGznych pfichutich — bily slazeny, jahoda, malina, lesni plody a
s vanilkovou ptichuti [13].

e Activia
Activia je zakysany mléény vyrobek, ktery je dostupny ve vice formach (jogurt, tvaroh,
napoj) a sruznymi piichuti. Obsahuje 2 jogurtova kultury Lactobacillus bulgaricus a
Streptococcus thermophilus a navic obsahuje unikatni kulturu s komerénim nazvem Bifidus
ActiRegularis (Bifidobacterium animalis subspecies lactis) [13].
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e Dobrd Mama
Rada vyrobka Dobra Mama nabizi jogurtové napoje a jogurtové tvarohové vyrobky. Druhy
bakterii nejsou uvedeny. Vyrobky maji vyvdZzeny pomér Zivin, maji vysoky obsah zivych
kultur minimalng 107 Zivych kultur na 1g vyrobku a jsou p¥irozenym zdrojem vapniku [13].

Milékarna Kunin a.s. (Kunin)

e Acidofilni mléko
Acidofilni mléko je vyrdbéno v raznych ptichutich a balenich (200 ml, 480 g a 950 g)
Obsahuje probiotickou kulturu Lactobacillus acidophilus, bifidobakterie a dal$i bakterie
mlécného kvaseni [14].

e Kysané podmasli
Kysané podmasli obsahuje tradi¢ni bakterie mlééného kvaseni a probiotickou kulturu. Druhy
bakterii nejsou uvedeny [14].

e Smetanovy jogurt
Smetanovy jogurt je vyrabén v riznych pfichutich a objemech. Obsahuje jogurtovou kulturu a
probiotické kultury — Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium [14].

Olma a.s. (Olomouc)

e Florian Active
Florian Active je vyrdbén ve formé jogurtd a napoju, riznych ptichuti. Obsahuje probioticé
kultury — Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus [15].

e Bio jogurt
Bio jogurt je vyrabén ve formé jogurti a napoju, riznych ptichuti. Obsahuje probioticé
kultury — Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus [15]

Meggle s.r.o. (Praha)
e Acidofilo

Adidofilo je kysané neboli acidofilni mléko. Vyrdbi se v riznych pfichutich a rGznych
balenich. Je obohaceno probiotickou kulturou Lactobacillus acidophilus [16].

Hollandia Karlovy Vary, a.s.
e Selsky jogurt
Selsky jogurt je vyrabén v riznych ptfichutich a balenich (200 g, 500 g, 1 kg, 5 a 10 kg).

Obsahuje zivé jogurtové kultury a probiotické kultury — Bifidobacterium, Lactobacillus
acidophilus. Obsahuje nejméné 100 miliont zivych bakterii v 1 g [17].
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Hipp Czech s.r.o. (Praha)

¢ Instantni mlécné kase PROBIO
Probiotické instantni mlécné kase jsou vyrabény ve 3 ptichutich. Obsahuji probiotické
bakterie mlé¢ného kvaseni (rod Lactobacillus). Druhy neuvedeny [18].

vvvvv

e Acidofilni mléko
Acidofilni mléko je kysany mléény vyrobek. Obsahuje bifidogenni mikroorganizmy a ATB
kulturu (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus) [19]

e Kefirova mléko
Kefirové mléko se vyrabi v rtiznych ptichutich. Obsahuje bifidogenni mikroorganizmy a ATB
kulturu (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus) [19]

Madeta a.s. (Ceské Budéjovice)

e JihocCesky zakys
JihocCesky zékys je kysany mlécny vyrobek obohaceny o vitaminy C, E a o probiotické
kultury (Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium lactis). Je
vyrabén v riznych ptichutich [20].

2.4 Molekularné biologické metody pro identifikaci mikroorganizmu

2.4.1 Izolace DNA s vyuzitim magnetickych nosicia

Od roku 1970 se zacali hodné vyuzivat magnetické ¢astice nanometrovych a mikrometrovych
rozméra v biologickych a lékatskych oborech. Magnetické ¢astice pro biomedicinské aplikace
maji superparamagnetické vlastnosti, to znamend, Ze vykazuji magnetické vlastnosti jen
v pfitomnosti vnéjsiho magnetického pole [21]. Zaklad magnetické Castice tvori jadro z oxidu
zeleza (magnetit Fe;O4, maghemit y-Fe,Os3), které je pokryto inertni nizko- nebo
vysokomolekuldrni slouceninou (polymer, oxid kfemiku nebo hliniku), kterd zabrarfiuje
nezadouci nespecifické interakce a zajiSt'uje stabilizaci. Na tuto vrstvu jsou pak navazany
funkéni skupiny (OH, COOH, PO(OH),, NH,), pro izolaci riznych biomolekul [22, 23].

Magnetické ¢astice umoziiuji rychlou a efektivni separaci z reakéni smési bez pouziti filtrace
nebo centrifugace [22]. Princip magnetické separace je velmi jednoduchy. Magnetické Castice
s imobilizovanym afinitnim nebo hydrofobnim ligandem se smichd se vzorkem obsahujicim
cilovou slouceninu. V prubéhu inkubace se cilova sloucenina navaze na magnetické Castice a
tento komplex se jednoducho odseparuje ze vzorku pomoci magnetického separatoru. Po
vymyti kontaminantli, mize byt cilovd sloucenina eluovdna a pouZzita pro dals$i praci
(Obrazek 1) [21, 24].
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Vzorek Promyvaci pufr
Lyzaéni roztok Magneticke castice/ Odstranit
‘ ‘ vazebny pufr ‘ supernatant

; - »cg -

Obrazek 1: Schematické znazornéni purifikace nukleovych kyselin. Upraveno dle [24]

Vyuziti magnetickych ¢astic v oblasti biotechnologie a biomediciny se béhem poslednich par
let dramaticky zvySuje. Aplikace miizeme rozdélit do dvou kategorii a to na in vitro a in vivo
aplikace. In vitro aplikace maji dilezité vyuziti v diagnostice a separaci biomolekul, jako jsou
proteiny, buiiky, RNA/DNA zatimco in vivo aplikace muizou byt dile rozdéleny na
terapeutické (transport 1é¢iv) a diagnostické [21]. Magnetické castice funkcionalizované
specifickym ligandem nam davaji moznost selektivni izolace napt. DNA, RNA, bun¢k nebo
proteinti [25]. Selektivni izolace DNA/RNA je proces zalozeny na hybridizaci
oligonukleotidové sekvence s komplementarni cilovou biomolekulou. Tato sekvence je piimo
navazana na povrchu ¢astice pomoci kovalentni vazby nebo nepiimo pomoci biotinylovaného
oligonukleotidu navazaného na castice funkcionalizované streptavidinem [24]. Vyuziti
magnetickych ¢astic se streptavidinem je uvedeno na Obrazku 2.

Zachyceni specifické sekvence Specifickd izolace bunék
Imobilizace DNA/cDNA Purifikace proteind

o< @i

Jednoviaknovy templat Identifikace pomoci imunochemickych metod

Obrazek 2: Selektivni vyuZiti magnetickych castic se streptavidinem. Upraveno dle [26]

2.4.2 Streptavidin-biotin

Vazba mezi avidinem a biotinem byla objevena v roce 1941. Avidin je protein izolovan z
bilku vejce, zatimco biotin je vitamin nachazejici se v kazdé burice. Streptavidin je bakterialni
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obdoba avidinu izolovan z bakterie Streptomyces avidinii, je Castéji pouzivana a taky
komeréné dostupnéjsi v riznych primyslovych formach. Streptavidin ma tetramerni strukturu
s molekulovou hmotnosti 55 000 Da, ktery navaze 4 moly biotinu na mol proteinu. Vazba
mezi streptavidinem a biotinem je povaZovana za nejpevnéjSi nekovalentni biologickou
vazbu, s disociaéni konstantou Ky ~ 10™°. Vazba vznikd velmi rychle a je stala v §irokém
rozmezi pH a teplot. Inkubaci v neionogennim roztoku se zvySenou teplotou (70 °C) dojde
k rozbiti vazby mezi streptavidinem a biotinem. Pfi vySSich teplotach vSak dochazi
k denaturaci streptavidinu [27, 28].

2.4.3 Fragmentace DNA

Fragmentaci DNA lze rozd¢lit na dva typy — sekvencné specifickd a nespecificka. Prvni typ je
zprostiedkovan pomoci enzymu, tzv. restrikénich endonukleadz (restriktdz). Nespecificka
fragmentace miize byt enzymova nebo mechanicka [29].

Specifickd fragmentace

Ke specifické fragmentaci DNA se pouzivaji restrikéni endonukledzy neboli restriktazy
typu IL. Jsou izolovany z bakteridlnich buné€k a je znamych uz vice nez 200 enzymu s riiznou
specifickou sekvenci [30, 31]. Stépi cizorodou DNA dfive, neZ se mize replikovat a fidit
syntézu novych fagovych ¢astic. Vlastni bakteridlni DNA je pfed napadenim chranéna tim, ze
nese metylové skupiny, které blokuji degradativni pisobeni enzymu [29, 32, 33]. Ke své
funkei vyZaduji pitomnost ionti Mg" a §t&pi fosfodiesterové vazby na definovanych mistech
obou vldken DNA uvniti sekvence, kterou rozpoznavaji. Jedna se o kratké nukleotidové
sekvence o délce 4 — 8 pard bazi. [31, 32]. Tyto sekvence jsou palindromni tj. u
dvouretézcové molekuly ji na jednom fetézci mizeme Cist zprava doleva stejné jako zleva
doprava na fetézci druhém [30]. Restriktdzy mohou §tépit DNA za vzniku tupych nebo
koheznich konct, pticemz ligace komplementarnich koheznich koncti je ve srovnani s ligaci
tupych koncli mnohem efektivnéjsi. Kompatibilni kohezni konce se mohou vzajemné spojit
prostiednictvym vodikovych vazeb komplementarnich bazi a vznikd tak relativné stabilni
struktura [33]. Piiklady nékterych restriktaz jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Restrikéni endonukledzy [32]

Oznaceni enzymu Bakterialni zdroj Rozpoznavané sekvence a mista Stépeni

L 5'- G*AATTC -

Eco RI Escherichia coli _CTTAAG - 5
_ o 5- A'AGCTT -

Hind 1 Haemophilus influenzae _TTCGAA - 5

o 5'- C'CGG -
Hpa Il Haemophilus influenzae _GGC,C-5'

N y 5- CTGCA'G -

Pst1 Providencia stuartii - G;ACGTC - 5’
: 5'- CAG'CTG -

Pvu Il Proteus vulgaris - GTC,GAC - 57
Sma | Serratia marcescens 5'- CCC'GGG -

- GGG,CCC - 5’

Nespecificka fragmentace

a) enzymova
Nespecifickd degradace DNA je provadéna pomoci deoxyribonukleazy 1 (DNdaza I), ktera je
izolovana z hovéziho pankreatu. Tento enzym nahodé degraduje jak jednofetézcovou
(ssDNA) tak dvoutetézcovou DNA (dsDNA), $tépi nahodné jednotlivé esterové vazby.
DNiéza I §tépi v pfitomnosti Mn”" iontii oba polynukleotidové fetézce dsDNA najednou za
vzniku tupych koncti nebo koncii s kratkym piesahem.
SI nukledza izolovand z Aspergillus oryzae degraduje jednotetézcovou DNA za vzniku mono-
a oligonukleotidi. Dale hydrolyzuje esterové vazby v jednofetézcovych usecich dsDNA a
dokonce i vazby ve smycce vlasenkovité struktury [29].

b) mechanicka

Mechanické pretrhavani molekul DNA je zplsobeno vysokym stfihovym napétim, které
vznika napf. pfi lamindrnim toku kapaliny kapilarou. Stfizné napéti ptisobici na molekulu je
umérné rychlostnimu gradientu. Se zvétSujicim se gradientem se molekuly natahuji a orientuji
ve sméru toku. Proti orientaci ptsobi tepelné pohyby molekuly. Kdyz dosédhne stfizné napéti
v molekule meze jeji pevnosti v tahu, molekula se pretrhne pfiblizné uprostied [29].

Pro degradaci DNA se pouziva i mixer s vodorovnou vrtulkou zanotfenou do vélcovité nadoby
s roztokem DNA. Fragmenty velmi malych velikosti (10* bp) Ize piipravit pomoci ultrazvuku
[29].

2.4.4 Hybridizace nukleovych kyselin

Hybridizaci je oznaovan proces vytvateni dvoufetézcové molekuly z jednotetézcovych DNA
nebo molekul RNA za ptedpokladu, Ze jejich sekvence se vyznacuji Gplnou nebo castecnou
komplementaritou bazi. Této schopnosti je vyuzivano k vyhledavani a charakterizaci
specifickych  nukleotidovych sekvenci v genomovych knihovnach, v cytologickych
preparatech, pfi mapovani genomu atd. [34]. Pouzivaji se k tomu DNA sondy, coz jsou
znacené molekuly komplementarni DNA.
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2.4.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase chain reaction, PCR) je dulezitou diagnostickou
metodou pro amplifikaci DNA, kterd ma Siroké spektrum vyuziti v oblastech molekularni
biologie [35, 36]. Tato metoda byla zavedena v roce 1985 Kary B. Mulisem a znamenala
obrovsky ptinos pro molekularni biologii. Za objeveni této techniky mu byla v roce 1993
udélena Nobelova cena. PCR se stala nepostradatelnou ve vSech biologickych laboratofich,
pricemz se neustdle vyvijeji nové typy PCR a objevuji se nové moznosti jejiho vyuziti
[34, 35, 37]. Tato metoda umoznuje selektivné naamplifikovat az milion kopii pozadovaného
useku DNA in vitro [35]. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova syntéza novych
fetézcli, vybranych usekit DNA, ve sméru 5° — 3’ prostfednictvim DNA termostabilni
polymerazy (Tag DNA polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus). Usek, ktery
chceme amplifikovat je vymezen dvojici oligonukleotidovych primerti, které se vdzou na
protilehlé fetézce DNA. Syntéza novych vldken probihd na obou matricovych fetézcich
protismérné [34, 35].

Amplifikace DNA pomoci PCR probiha ve tfech krocich (Obréazek 3):
1. denaturace dvoutetézcové DNA (dsDNA) za zvysené teploty (~ 94 °C)
2. hybridizace — ptipojeni primerti (30 — 65 °C)
3. syntéza novych fetézcii DNA (65 — 75 °C)

*—

2 krok 54°C 3 krok 74°C 7
\‘\ ______ X “..,\ = \ .
N 4 / el w—
—_— i
y s = —
N 3
N l—
1 krok 94°C
e
e
T =
— .
/ | S— —
[ — |
N ST
e, E— :
N —
1. cyklus 2. cyklus 3. cyklus

Obrazek 3: Pritbéh PCR [38]
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3 CILPRACE

Cilem prace bylo izolovat DNA s vyuzitim magnetickych nosict PGMA-NH,-STV pokrytych
streptavidinem, funkcionalizovanych biotinylovanou DNA sondou a pfitomnost izolované
DNA prokazat pomoci PCR. Kizolaci byla pouzita purifikovana DNA Lactobacillus.
Jednotlivé kroky byly soustfedény na feSeni nasledujicich postupi:

1. Optimalizace funkcionalizace nosi¢e biotinylovanou sondou (testovat mnozstvi

nosice, mnozstvi sondy, vazba sondy na nosic)

2. Testovani nespecifické adsorpce DNA na nosice
Testovani selektivni izolace DNA pomoci funkcionalizovanych nosict
4. Aplikace postupu pro izolaci DNA z mlé¢nych vyrobka

[98)
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4 MATERIAL

4.1 Bakterialni kultury

V experimentech byly pouzity bakteridlni kmeny, které byly ziskiny z Ceské sbirky
mikroorganizmi (CCM, Brno, CR) a Ceské sbirky mlékaiskych mikroorganizmii (CCDM,
Tébor, CR)

e Lactobacillus casei ssp.casei CCM 7088T

e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 212/06

4.2 Pouzité potravinové vyrobky

e Actimel s vanilkovou p¥ichuti (DANONE a.s., Benesov, CR)
Baleni: 4 x 374,8 ml
Slozeni: mléko, cukr (V, PL) nebo tekuty cukr (B), gluk6za, vanilkova slozka 5% (cukr, voda,
tapiokovy modifikovany Skrob, vanilkové aroma), jogurtova kultura a L.casei DN 114001,
vitaminy B6, D. Obsah tuku nejmén¢ 1,1% hmot.

e Florian Active drink bily (OLMA a.s., Olomouc, CR)
Baleni: 320 g
Slozeni: mléko, ochucujici slozka, probioticé kultury (Lactobacillus —acidophilus,
Bifidobacterium sp., Lactobacillus rhamnosus). Neobsahuje lepek ani pfidané konzervaéni
latky.

e Smetanovy jogurt Jahiidka (Mlékarna Kunin a.s., Kunin, CR)
Baleni: 150 g
SloZeni: smetana min. 10% tuku, jahodova slozka 17% (cukr, jahodové dfen, glukdzo-
fruktézovy sirup, aroma), jogurtova + probiotickd kultura (Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium)

4.3 Chemikalie

Vsechny chemikalie byly v Cistoté p.a. Roztoky byly pfipravovany ze sterilnich zasobnich
roztoktl (sterilizace pii 121 °C, 20 min). Redéni bylo provadéno sterilni destilovanou vodou.

Agar (Lachema, Brno, CR)

Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethidiumbromid (EtBr) (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
e Fenol (pH = 7,8 — 8,2) (Lachema, Brno,CR)

e Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

e Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)
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Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (H;BOs) (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lyzozym (Serva, Heidelberg, SRN)

MRS Broth (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Polyethylen glykol (PEG) 6000 (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

e RNdza A (Serva, Heidelberg, SRN)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Serva, Heidelberg, SRN)

Ostatni chemikalie v Cistoté p.a. pochazely z bézné dostupnych komer¢nich zdrojt.

4.4 Kultivaéni média

e MRS médium
Ptiprava:
Médium se piipravilo podle navodu vyrobce. 52 g MRS Broth média bylo rozpusténo
v 1000 ml destilované vody, pomoci 1 M NaOH se upravilo pH na hodnotu 6,5 — 7,0.
Médium se sterilizovalo v autoklavu 20 min. pfi teploté 121 °C.

e MRS agar
Priprava:
MRS médium se ptipravilo podle navodu od vyrobce. K 1000 ml MSR média se ptidalo 15 g
agarozy. Médium se sterilizovalo v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 20 minut, poté se
rozplnilo do Petriho misek a uchovavalo v lednicce.

4.5 Roztoky pro lyzi bakterialnich bunék

e 0,5MEDTA (pH 8,0)
Ptiprava:
186,1 g EDTA se rozpustilo v 800 ml destilované vody a umistilo na magnetickou michacku.
Pomoci NaOH se upravilo pH na 8,0. Roztok se doplnil do objemu 11 destilovanou H,O,
rozd¢lil do alikvoti a sterilizoval v autoklavu (121 °C/20 min.).

e 1M Tris-HCI (pH 7,8)
Ptiprava:
12,1 g Tris-baze se rozpustilo v 70 ml destilované H,O. Pomoci koncentrované HCI se
upravilo pH na 7,8. Roztok se doplnil destilovanou vodou do objemu 100 ml a sterilizoval
v autoklavu (121 °C/20 min.).
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e Lyzacni roztok A
Ptiprava:
Roztok se pfipravil steriln¢ ze zasobnich roztokti 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). Smichal se 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody.

e Lyzac¢ni roztok B
Piiprava:
Steriln¢ se smichal 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody.
Lyzozym se piidal do lyza¢niho roztoku A v mnozstvi 3 mg/ml té€sné pied pouzitim. Roztok
se ptipravoval vzdy Cerstvy.

e 20% SDS
Piiprava:
20 g SDS se rozpustilo v 80 ml sterilni destilované vod¢ pii teploté 68 °C. Pomoci
koncentrované HCI se upravilo pH na 7,0. Roztok se doplnil do 100 ml destilovanou vodou.
Nemusi se sterilizovat.

e Proteindza K (1 mg/ml)
Ptiprava:
Na analytickych vahach se navazilo 10 mg proteindzy K, roztok se doplnil destilovanou
vodou do 10 ml a rozdélil do alikvotti. Uchovava se pti teploté — 20 °C.

4.6 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA

4.6.1 Roztoky pro fenolovou extrakci

e Fenol
Destilovany fenol nasyceny v TE pufru, pH 7,8

o CIZ
Smés chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24:1

e 3 M octan sodny (pH 5,2)
Ptiprava:
V 800 ml destilované vody se rozpustilo 408,1 g trihydratu octanu sodného. Upravilo se pH
na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Roztok se doplnil destilovanou vodou do 1 000 ml,
rozd¢lil do alikvotta sterilizoval v autoklavu (121 °C, 20 minut).

e 1 MNaOH
Ptiprava:
V 800 ml destilované vody se rozpustilo 40 g NaOH. Roztok se doplnil do 1 000 ml, rozd¢lil
do alikvott a sterilizoval v autoklavu (121 °C, 20 minut).
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e TE pufr
Ptiprava:
Roztok se pfipravil sterilné¢ ze zasobnich roztoki 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5M EDTA
(pH 8,0). Smichal se 1 ml Tris-HCI (pH 7.8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované
vody.

4.6.2 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosi¢i

e 5M NaCl
Ptiprava:
58,4 g NaCl se rozpustilo ve 150 ml destilované vody. Doplnilo se destilovanou vodou do
200 ml a sterilizovalo se v autoklavu (121 °C/20 minut).

e 40% PEG
Piiprava:
40 g PEG 6000 se rozpustilo v 60 ml sterilni destilované vody. Doplnilo se sterilni
destilovanou vodou do 100 ml. Uchovavat pii 4 °C.

e 70 % ethanol
Ptiprava:
Smichalo se 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody.

e TE pufr (vis 4.6.1)

4.6.3 Roztoky pro selektivni izolaci DNA
Postupy ptipravy roztoki byly provedeny podle komeréné dostupnych nadvoda [39]

e | M NaCl (,,hybridizac¢ni pufr®)
Piiprava:
Rozpustilo se 5,6 g NaCl v 80 ml destilované vody, nastavilo se pH na 7,5. Roztok se doplnil
destilovanou vodou na objem 100 ml, promichal a sterilizoval v autoklavu (121 °C/20 minut).

e 2 M NaCl (,,promyvaci pufr)
Ptiprava:
Rozpustilo se 11,2 g NaCl v 80 ml destilované vody, nastavilo se pH na 7,5. Roztok se
doplnil destilovanou vodou na objem 100 ml, promichal a sterilizoval v autoklavu
(121 °C/20 minut).

e 2 M KClI (,,vazebny pufr®)
Piiprava:
Rozpustilo se 15 g KC1 v 80 ml destilované vody, nastavilo se pH na 7,5. Roztok se doplnil
destilovanouvodou na objem 100 ml, promichal a sterilizoval v autoklavu (121 °C/20 minut).
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4.7 Komponenty pro PCR

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

e PPP master mix (Top-Bio, Praha, CR) — Tag-Purple DNA polymeriza PCR Master
Mix s 5 mM MgCl,, 2x koncentrovany.
Slozeni: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8, 40 mM (NH4),SO4, 0,02 % Tween 20, 5 mM
MgCl,, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq
Purple DNA polymerazy, stabilizatory a aditiva

e Oligonukleotidové primery (10 pmol/ul) (GeneriBiotech, Hradec Kralové, CR):
LbLMAI1-rev, R16-1, R16-1 s pfisyntetizovanym biotinem na 5" konci (5'bioR16-1),
F eub, P_eub, P_eub s piisyntetizovanym biotinem na 5" konci (5 bioPeub)

e DNA standard — 100 bp DNA Ladder (NewEngland Biolabs Ltd., IPSWICH, VB)

e Nanaseci pufr (6x koncentrovany) — Gel Loading Dey, Blue (6x) (NewEngland
Biolabs Ltd. IPSWICH, VB)

4.8 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

e TBE pufru (5x koncentrovany)
Ptiprava:
54 g Tris-HCl
27,5 g H3BO3
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Jednotlivé chemikalie se smichali a doplnili do objemu 1000 ml sterilni destilovanou vodou.
Roztok se pted pouzitim 10x nafedil v destilované vodé.

e Agardzovy gel pro elektroforézu
Ptiprava:
0,8 %: 0,8 g agardzy se rozpustilo ve 100 ml 5x koncentrovaného TBE pufru
1,8 %: 1,8 g agardzy se rozpustilo ve 100 ml 5x koncentrovaného TBE pufru

e Ethidium bromid (1pg/ml)
Piiprava:
100 pl roztoku EtBr o koncentraci 5 mg/ml se zfedilo 500 ml destilované vody.

e DNA standard
Obsahuje fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200 a 100 bp

e NandSeci puftr (6x koncentrovany)

Roztok se pted pouzitim smichd se vzorkem hrubého lyzatu nebo purifikované DNA v
pom¢éru 1:5.
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4.9 Magnetické nosice

e PGMA-NH,-STV (Praha, CR)
Magnetické neporézni polyglycidylmethakryladtové Castice pokryté streptavidinem; 1,34 mg
streptavidinu/g; koncentrace zasobniho roztoku neuvedena. Castice byly piipraveny na
Makromolekularnim tstavu Akademie véd CR v Praze (Ing. Daniel Horak, CSc.).

e (22 (Praha, CR)
Magnetické neporézni polyglycidylmethakrylatové castice bez streptavidinu (PGMA dextran
coated). Koncentrace zasobniho roztoku 2 mg/ml. Céstice byly piipraveny na
Makromolekularnim tstavu Akademie véd CR v Praze (Ing. Daniel Horak, CSc.).

e Streptavidin-Coated immunomagnetic beads (Merck KGaA, Darmstadt, SRN)
Paramagnetické neporézni Castice pokryté streptavidinem. Slozeni: 10 mg magnetickych
¢astic/ml v PBS, 1% BSA, < 0,1% azid sodny (NaNs), pH 8,0. UrCeny pro izolaci
biotinylovaného proteinu.

e  MPG" Streptavidin (Middlesex, New Jersey)
Magnetické porézni sklo, Castice pokryté streptavidinem. Koncentrace zasobniho roztoku
10 mg/ml.

e Fkol 1350x (Praha, CR)
Magnetické neporézni polyglycidylmethakrylatové (PGMA) ¢éstice s navazanymi
karboxylovymi skupinami (-COOH). Koncentrace zasobniho roztoku 2 mg/ml. Céstice byly
ptipraveny na Makromolekularnim ustavu Akademie véd CR v Praze (Ing. Daniel Horék,
CSc.).

4.10 Pomicky a pristroje

Analytické vahy pioneer ™ PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA)
Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, SRN)

Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, Riga, Litva)

Exikétor (KIF LAB, Freiburg, SRN)

Hybridiza¢ni inkubator model 2000 (SciGeneSunnyvale, CA USA)
Laboratorni vahy CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Magneticky separator DynaMag' -2 magnet (Invitrogen, Oslo, Norsko)
Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 pl (PZ HTL, VarSava,
Polsko)

MikrovInna trouba SMW 2320 (Sencor, CR)

MiniCycler ™ PTC 150 (MJ Research, Watertown, USA)
NanoPhotometr™ (Implen, Mnichov, SRN)

Rotor Gene 6000 (CorbettReserch, Sydney, Autralie)

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

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

e Termostat BT 120 (Praha, CR)
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. TransiluminétorSpectroline® TVR-312A/F (SpectronicsCorporatin, Westbury, USA)

e Zafizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (OwlScientific, USA)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro' 300V (Labnet, New Jersey,
USA)

e B¢zné laboratorni sklo, umélohmotny laboratorni material a pomutcky

5 METODY

Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle skript od Spanové a Ritticha
(2010) [40].

5.1 Kultivace bakterialnich bunék

Jednotlivé kmeny bakterii druhu Lactobacillus paracasei a Lactobacillus casei narostlé v
MRS médiu, byly ptfeockovany do 10 ml tekutého MRS média (inokulace 1 — 3 %) a aerobné
kultivovany v termostatu pii 37 °C po dobu 48 hodin. Narostld bakteridlni kultura byla
pieockovana kiizovym roztérem na Petriho misky s MRS agarem. Kultivace probihala
aerobné pii 37 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci byl zkontrolovan vzhled kolonii na Petriho
miskach a misky byly dale uchovavany v lednici.

5.2 Priprava a lyze bakterialnich bunék

Ptiprava bunék
e 1 ml kultury bun¢k narostlé v tekutém zivném médiu MRS se pieneslo do
Eppendorfovy zkumavky
e Vzorky se centrifugovaly pii 13400 otackach po dobu 3 minut
e Slil se supernatant a sediment se nechal okapat

Lyze buné¢k — ptiprava hrubého lyzatu bunék
e Sediment se resuspendoval v 1 ml roztoku A
e Vzorky se centrifugovaly pii 13400 otackach po dobu 3 minut
e Slil se supernatant
e K sedimentu se ptidalo 500 pl lyza¢niho roztoku B (10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 5 ml
EDTA (pH 8,0), lyzozym 3 mg/ml)
Vzorky se inkubovaly 1 hodinu pfi laboratorni teploté, za obcasného promichani
e K suspenzi se pidalo 12,5 pl 20 % SDS a 5 pl proteinazy K (1 mg/ul)
e Vzorky se inkubovaly v termostatu pii teplot¢ 55°C 1 hodinu, za obcasného
promichani = hruby lyzat bun¢k
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Priprava hrubého lyzatu bunék z mlééného vyrobku

1 ml vyrobku byl odebran do sterilni Eppendorfovy zkumavky

Vzorky se centrifugovaly pii 13400 otackach po dobu 5 minut

Slil se supernatant a sediment se promyl ve sterilni vod¢

Po centrifugaci pfi 13400 otackach po dobu 5 minut, byl supernatant opét slit a
sediment se nechal okapat

Sediment se rozsuspendoval s 1 ml lyza¢niho roztoku B (10 mM Tris-HCI (pH 7,8),
5 ml EDTA (pH 8,0), lyzozym 3 mg/ml)

Vzorky se inkubovaly '2 hodiny pfi laboratorni teploté

K vzorkim se ptidalo 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinzy K (1 mg/ml)

Vzorky se inkubovaly v termostatu pii teploté¢ 55°C 1 hodinu, za obcasného
promichani

5.3 1Izolace celkové bakterialni DNA metodou fenolové extrakce

Fenolova extrakce

K lyzatu bun¢k (500 pl) se pridal stejny objem fenolu (ptedestilovaného, pH upraveno
na 7,8) a smés se kyvavym pohybem opatrné promichévala po dobu 4 minut (¢as se
méfil stopkami)

Smés se centrifugovala pii 13400 otackach po dobu 3 minut

Do ¢isté Eppendorfovy zkumavky se odebrala vodni faze

K vodni fazy s DNA se ptfidalo 700 pl CIZ (chloroform-izoamylalkohol, 24:1) a smés
se kyvavym pohybem opatrné promichavala po dobu 4 minut (¢as se méfil stopkami)
Vzorky se centrifugovaly pti 13400 otackéach po dobu 15 minut

Vodni faze s DNA se odebrala do ¢isté Eppendorfovy zkumavky

Presrazeni DNA ethanolem

Ke vzorku DNA se ptidala 1/10 (1/20) objemu 3 M octanu sodného, promichalo se
Ptidalo se 800 pul 96% etanolu a obsah se promichal

DNA se nechala vysrazet pii — 20°C po dobu 15 minut (v kovovém bloc¢ku v mrazaku)
Vzorky se centrifugovaly pti 13400 otackach po dobu 15 minut, slil se supernatant a
sediment se susil v exsikatoru cca 15 minut

Po ususeni se DNA rozpustila ve 100 ul TE pufru (pfe noc)

5.4 1Izolace DNA pomoci magnetickych nosicu

Do Eppendorfovych zkumavek se pfipravila separacni smés dle nasledujici tabulky:

Potadi komponent Komponenta Objem jednotlivych komponent [pl]
1. 5 M Na(Cl 400
2. hruby lyzat buniek 300
3. 40% PEG 200
4. Castice (2 mg/ul) 100
Vysledny objem [pl] 1000
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Smés se inkubovala 15 minut pii laboratorni teploté¢ a poté se Castice s navdzanou
DNA separovali pii laboratorni teplot¢ pomoci magnetického separatoru po dobu
15 minut

Po separaci se opatrné odpipetoval supernatant

Nosice s navazanou DNA byly promyty 1 ml 70 % etanolu

Castice se separovali pomoci magnetického separatoru pii laboratorni teploté po dobu
cca30s

Castice se promyly 1 ml 70 % etanolu

Zkumavky se nechali kratce usuSit pii teploté 55 °C v termostatu (do vypateni
etanolu)

DNA se pak eluovala pfti laboratorni teploté do 100 ul TE pufru do druhého dne
Castice se odseparovaly na magnetickém separatoru a vyeluovana DNA se
odpipetovala do ¢isté Eppendorfovy zkumavky a uchovavala se v lednicce.

5.5 Purifikace nukleovych kyselin nositem MPG® Streptavidin

Byl pouzit postup uveden v navodu z komerénich nosi¢i MPG® Streptavidin [39].

5.5.1

5.5.2

Piiprava MPG® Streptavidin s navazanou komplementirni DNA sondou

Ze zasobniho roztoku se odebralo 100 pl (1,0 mg) MPG® Streptavidin. Provedla se
magnetické separace (30 s) a odebral se supernatant

Ptidalo se 100 pul 2 M KCIl (2x vazebny pufr) a smés se rozmichala na vortexu.
Provedla se magneticka separace a odebral se supernatant

V jiné zkumavce se smichalo 500 pmol biotinylované komplementarni DNA sondy,
50 ul 2 M KCI (2x vazebny pufr) a doplnilo se sterilni deionizovanou vodou do
100 pl. Smés se piidala k nosi¢im MPG® Streptavidin. Smés se dobie rozmichala na
vertexu a inkubovala po dobu 3 az 5 minut pii laboratorni teploté za stalého
promichévani. Provedla se magnetické separace a odebral se supernatant

Pridalo se 100 pl 2 M NaCl (promyvaci pufr) ke komplementarni sonde navazané na
MPG® Streptavidin a smés se rozmichala na vortexu. Provedla se magnetickd separace
a odebral se supernatant.

Hybridizace nukleové kyseliny

V jiné zkumavce se smichalo 50 pul 1 M NaCl (hybridiza¢ni pufr), nukleové kyseliny a
doplnilo se do 100 pl sterilni deionizovanou vodou. Zkumavka se umistnila do 70 °C
vodni 1azné€ na 2 az 3 minuty na denaturaci sekundarni struktury. Tato smés se ptfidala
k nosi¢im MPG™ Streptavidin s navazanou komplementarni biotinylovanou sondou a
inkubovala se 5 minut pii laboratorni teploté. Provedla se magnetica separace a
odebral se supernatant.

Ptidalo se 100 pl 2 M NaCl (promyvaci pufr) a smés se rozmichala. Provedla se
magnetickd separace a odebral se supernatant.
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5.5.3

Eluce hybridizované nukleové kyseliny

K nosi¢im MPG" Streptavidin s navézanou nukleovou kyselinou se piidalo 100 pl
TE pufru nebo sterilni deionizované vody. Zkumavka se smési se umistnila do 70 °C
vodni 1azné€ na 2 az 3 minuty, aby se uvolnila purifikovand nukleova kyselina.
Provedla se magnetickd separace a rychle se odebral supernatant s nukleovou
kyselinou do nové zkumavky. Krok byl opakovan jesté jednou.

Nukleova kyselina mtize byt uskladnéna susend, zmrazena na — 20 °C v TE pufru nebo
v ethanolu pii 20 °C.

5.6 Selektivni izolace bakterialni DNA — modifikovany postup

Byl pouzit modifikovany postup uveden v navodu z komerénich nosi¢ia MPG® [39].

5.6.1

5.6.2

28

Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou

Za zéasobniho roztoku nosi¢e PGMA-NH,-STV (v PBS) se odebralo 20 pl do sterilni
Eppendorfovy zkumavky

Zkumavky se umistnily do separatoru a provedla se magneticka separace (cca 30 s) a
odebral se supernatant

Nosi¢e se promyly 200 pul 2 M KCI, na magnetickém separatoru se nosice
odseparovaly a odebral se supernatant

K nosictim se ptidalo 20 pl biotinylované sondy 5 bioPeub (5'bioR16-1) o koncentraci
5 pmol/ul (v PCR vodg)

Smés se inkubovala po dobu 10 minut pfi laboratorni teploté za stalého promichéavani,
nasledné se nosic¢e odseparovaly a odebral se supernatant

Nosice s navazanou biotinylovanou sondou se promyly 200 pl 2 M NaCl, provedla se
magnetickd separace a odebral se supernatant, tento krok se zopakoval jesté jedenkrat
Nosi¢e se promyly 200 pl TE pufru, odseparovaly na magnetickém separatoru a
odebral se supernatant

Promyté ¢astice s navazanou sondou se rozsuspendovali ve 20 ul TE pufru

Hybridizace a izolace DNA pomoci funkcionalizovanych ¢astic

Céstice s navazanou biotinylovanou sondou (20 pl) se umistnily do separatoru a
provedla se magneticka separace (cca 30 s) a odebral se supernatant

V jiné zkumavce se smichalo 10 pl DNA o koncentraci 10 ng/pl s 10 ul 1 M NaCl a
provedla se denaturace pfi teploté¢ 99°C/ 4 min s naslednym prudkym ochlazenim ve
smési voda + led

Denaturovana DNA se pfidala k ¢asticim s navdzanou sondou a inkubovala se pfi
laboratorni teploté¢ po dobu 15 minut, za stdlého promichdvani, pak se cCastice
odseparovaly a odstranil se supernatant

Castice s piihybridizovanou DNA se promyly 200 pl 2 M NaCl, odseparovaly a
odebral se supernatant. Tento krok se opakoval Skrat a nasledné se smés piepipetovala
do nové sterilni Eppendorfovy zkumavky



o Castice s piihybridizovanou DNA se opét promyly 200 ul 2 M NaCl, odseparovaly a
odebral se supernatant. Tento krok se opakoval Skrat a nasledné€ se smés piepipetovala
do nové sterilni Eppendorfovy zkumavky

o Castice s ptihybridizovanou DNA se promyly 200 pl TE pufru, provedla se
magnetické separace a odstranil se supernatant. Tento krok se opakoval 3krat

e Nakonec se ¢astice rozsuspendovali v 20 pl TE pufru a smés se inkubovala pfti teploté
99 °C po dobu 4 minut = eluce DNA do pufru

e Smés se co nejrychleji odseparovala a supernatant s vyeluovanou DNA se odebral do
nové sterilni Eppendorfovy zkumavky

e Zbylé castice se rozpustili v 20 pl TE pufru

5.7 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace bylo provadéno na piistroji NanoPhotometer' " od
firmy Implen, pomoci specialni kyvety LabelGuard™. M&feni bylo provadéno za laboratorni
teploty a vzorky byly pred méfenim vytemperovany na laboratorni teplotu a dobie
promichény.

e Do pristroje se vlozila specialni kyveta LabelGuard™ ve sméru prochazejiciho
svételného paprsku

e Pomoci tlacitek na ptistroji se vybral program pro analyzu nukleovych kyselin (Label
Guard Applications — Nucleic acid — ds DNA/ss DNA)

e Bylo vybrano vi¢ko s vhodnym lid faktorem podle Tabulky 3

e Provedla se kalibrace pfistroje pomoci slepé¢ho vzorku (TE pufr)

e Proméfily se vzorky a z displeje se odecetly hodnoty absorbance pti dané vinové délce
(A230nm> A260nm> A280nms A320nm @ POMETU Aogonm/Azsonm) @ koncentrace [ng/pl].

e Vicko i kyveta se po kazdém méfeni o€istilo ethanolem

Tabulka 3: Vybér vicka s vhodnym lid faktorem

Vicko lid 5 lid 10 lid 50 lid 100
Opticka draha (nm) 2 1 0,2 0,1
Objem vzorku (pl) 6-10 3-5 0,7-4 0,7-3
Mefitelny rozsah DNA (ng/ul) 7 -350 14 - 700 250 - 4000 500 - 8000

Pomér absorbanci ¢isté DNA se pohyboval v rozmezi 1,8 —2,0. Obsahuje-li vzorek proteiny
je pomer A260nm/A280nm < 1,8 v ptipad¢ obsahu RNA je pomér > 2,0.

5.8 Rodové specificka PCR Lactobacillus

Pro identifikaci bakterii rodu Lactobacillus byla pouzita rodové specifickdi PCR. Pro
amplifikaci PCR produktu o velikosti 250 bp byly pouzity rodové specifické primery R16-1 a
LbLMAI-rev (Dubernet el al., 2002). Sekvence primert je uvedena v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Primery specifické pro rod Lactobacillus [41]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp)
LbLMAI-rev 5'-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3’ 750

R16-1 5'-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3’
5.8.1 Priprava 25 pl PCR smési

Vsechny komponenty PCR reakce se pred pouzitim zkontrolovaly, promichaly a
kratce centrifugovaly

PCR sm¢s se pfipravila do Eppendorfovych zkumavek o objemu 200 ul, mnozstvi
jednotlivych komponent je uvedeno v Tabulce 5. (pfipadné zmény v objemech jsou
uvedeny u jednotlivych vysledkil)

Jako DNA matrice byla pouzita purifikovand DNA izolovana danou metodou, fedéna
na koncentraci 10 ng/pl

Byla piipravena negativni kontrola (kontrola kontaminace komponent) — misto DNA
matrice byla do PCR smési pfidana PCR voda

Pozitivni kontrola (kontrola specificity PCR reakce) — jako DNA matrice byla pouzita
purifikovand DNA bakterii rodu Lactobacillus o koncentraci 10 ng/pl

Tabulka 5: Komponenty pro piiprava 25 pl PCR smési

Komponenta mnoZzstvi [ul]
PPP master mix 12,5
primer LbLMA1-rev (10 pmol/ul) 1
primer R16-1 (10 pmol/ul) 1
DNA (10 ng/ul) 1
PCR voda 9,5
Poznamka:

Pti testovani funkcionalizace nosi¢e biotinylovanou sondou (5'bioR16-1) byly tyto castice
pouzity v PCR smési misto primeru R16-1.

5.8.2
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Provedeni PCR reakce

Vzorky obsahujici vSechny slozky PCR smési se promichaly a kratce centrifugovaly
Zkumavky se vzorky se umistnily do termocykleru a nastavil se program pro prubéh
PCR pii detekci bakterii rodu Lactobacillus dle Tabulky 6

Kroky 2 — 4 se opakovaly 30krat (neni-li ve vysledcich uvedeno jinak)



Tabulka 6: Program PCR pro detekci bakterii rodu Lactobacillus

Krok Teplota [°C] | Cas
1. pocatecni denaturace 95 5 min
2. denaturace 95 30s
3. hybridizace primert 55 30s
4. syntéza DNA 72 30s
5. posledni cyklus 72 5 min

Po skonceni reakce se PCR produkty detekovali agar6zovou gelovou elektroforézou na 1,8 %
agardzovém gelu nebo se uchovavali pfi teploté — 20°C v mrazaku.

5.9 PCR pro doménu Bacteria

Pro izolaci vSech bakterii (doména Bacteria) byly navrzeny primery F _eub, R eub a P_eub,
kde primer P_eub slouzi jako sonda (Haarman a Knol, 2006). Pro amplifikaci PCR produktu o
velikosti ~220 bp byly pouzity primery F eub a P _eub. Sekvence primerd je uvedena
v Tabulce 7.

Tabulka 7: Primery specifické pro doménu Bacteria [42]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp)
F eub 5’-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T -3’ 466
R eub | 5'-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTG TT -3’
P _eub 5’-CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC AC-3’ 220
F eub 5’-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T -3’
5.9.1 Priprava 25 pl PCR smési

Vsechny komponenty PCR reakce se pred pouzitim zkontrolovaly, promichaly a
kratce centrifugovaly

PCR smés se piipravila do Eppendorfovych zkumavek o objemu 200 pl, mnozstvi
jednotlivych komponent je uvedeno v Tabulce 8. (pfipadné zmény v objemech jsou
uvedeny u jednotlivych vysledk)

Jako DNA matrice byla pouzita purifikovand DNA izolovana danou metodou, fedéna
na koncentraci 10 ng/ul

Byla pfipravena negativni kontrola (kontrola kontaminace komponent) — misto DNA
matrice byla do PCR smési ptidana PCR voda

Pozitivni kontrola (kontrola specificity PCR reakce) — jako DNA matrice byla pouzita
purifikovand DNA bakterii rodu Lactobacillus o koncentraci 10 ng/ul
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Tabulka 8: Komponenty pro piiprava 25 pl PCR smési

Komponenta mnoZzstvi [ul]
PPP master mix 12,5
primer F _eub (10 pmol/ul) |
primer P_eub (10 pmol/pl) 1
DNA (10 ng/ul) 1
PCR voda 9,5
Poznamka:

Pti testovani funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou (5’bioPeub) byly tyto castice
pouzity v PCR smési misto primeru P_eub.

5.9.2 Provedeni PCR reakce

e Vzorky obsahujici vS§echny slozky PCR smési se promichaly a kratce centrifugovaly

e Zkumavky se vzorky se umistnily do termocykleru a nastavil se program pro prib¢h
PCR pii detekci domény Bacteria dle Tabulky 9

e Kroky 2 — 4 se opakovaly 30krat (neni-li ve vysledcich uvedeno jinak)

Tabulka 9: Program PCR pro detekci domény Bacteria

Krok Teplota [°C] | Cas
1. pocatecni denaturace 95 5 min
2. denaturace 95 30s
3. hybridizace primerti 55 30s
4. syntéza DNA 72 30s
5. posledni cyklus 72 5 min

Po skonceni reakce se PCR produkty detekovaly agarézovou gelovou elektroforézou na 1,8 %
agarozovém gelu nebo se uchovavaly pfi teploté¢ — 20°C v mrazaku.

5.10 Agarozova gelova elektroforéza

5.10.1 Gelova elektroforéza s bakterialni DNA

e Ptipravil se 0,8 % agarozovy gel (0,3 g agardzy, 50 ml 0,5x TBE pufru), suspenze se
peclivé rozvatila v mikrovinné troubé€, nalila do misky s hiebinkem a nechala se
zatuhnout

e Na polyethylenovém prouzku se smichalo 15 pl DNA s 3 ul nanaSeciho pufru (pomér
1 : 5). Smés se nanesela do komurky gelu

e Vanicka s gelem se opatrné prevrstvila potfebnym mnozstvim 0,5x TBE pufru a
zapnul se zdroj napéti (70 V/ 1,5 hod.)

e Po skonceni elektroforézy se gel barvil ethidium bromidem (1 pg/ml) po dobu 0,5 -

1 hod.

e Gel se oplachnul v destilované vodé, umistnil na transiluminator, kde se pozoroval v

UV svétle a udélala se fotodokumentace
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5.10.2 Gelova elektroforéza PCR produkti

e Ptipravil se 1,8 % agarozovy gel (0,9 g agardzy, 50 ml 0,5x TBE puftru), suspenze se
peclivé rozvarila v mikrovinné troub¢, nalila do misky s hiebinkem a nechala se
zatuhnout

e PCR smés o objemu 25 pl se nanesela do komurky gelu

e Do jedné komiirky se naneslo 5 pl standardu (100 bp Zebfticek)

e Vanicka s gelem se opatrné prevrstvila potfebnym mnozstvim 0,5x TBE pufru a
zapnul se zdroj napéti (70 V/ 1,5 hod.)

e Po skonceni elektroforézy se gel barvil ethidium bromidem (1 pg/ml) po dobu 0,5 —
1 hod.

e Gel se oplachnul v destilované vod¢, umistnil na transiluminator, kde se pozoroval v
UV svétle a udélala se fotodokumentace
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6 VYSLEDKY

6.1 Kultivace bakterialnich bunék a kontrola ¢istoty bakterialni kultury

Bakterialni kmeny Lactobacillus casei ssp.casei CCM 7088T a Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CCDM 212/06 byly kultivovany dle kapitoly 5.1. Po 48 hodinach kultivace pfi
37 °C v tekutém MRS médiu se ve zkumavkach vytvofil husty mlécny zékal.

Cistota bakterialni kultury byla ovéfena kiiZzovym roztérem. Po 48 hodinach kultivace pii
37 °C na MRS agaru byla vizualn€ ovétena Cistota kultury.

v" Na Petriho miskach narostly bilé neprtihledné lesklé kolonie, pravidelného tvaru o
stejné velikosti
v’ Bakterialni kultura je ista

6.2 1Izolace bakterialni DNA metodou fenolové extrakce

Bakteridlni DNA z c¢isté kultury kmene Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T a
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 212/06 byla izolovana metodou fenolové
extrakce dle kapitoly 5.3. Pfitomnost DNA byla ovéfena agar6zovou gelovou elektroforézou
na 0,8 % agardze (kapitola 5.10.1) a prokdzana v purifikované DNA i v hrubém lyzatu bun¢k
(Obrazek 4). Vysledky jsou shrnuty v tabulce.

DNA
DNA

Obrazek 4: Agardzova gelova elektroforéza hrubych lyzatii a purifikované DNA
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y objem objem nanéseciho detekce
beh DNA vzorku [p] pufru [u] DNA
| hruby lyzat . 15 3 N

(L. paracasei ssp. paracasei)
5 hruby lyzat . 15 3 n
(L. casei ssp. casei)
3 purlﬁkoYana DNA . 15 3 .
(L. paracasei ssp. paracasei)
4 purlﬁko'vana DNA' 15 3 .
(L. casei ssp. casei)
+ DNA byla detekovana

v" DNA byla izolovéana. Je relativné intaktni a vhodna pro PCR

Mnozstvi a Cistota vyizolované DNA byla stanovena spektrofotometricky dle kapitoly 5.7 a
DNA byla natedéna TE pufrem na koncentraci 10 ng/ul.

6.3 Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou

Funkcionalizace nosice PGMA-NH,-STV biotinylovanymi sondami (5'bioR16-1 a
5'bioPeub) byla provedena dle kapitoly 5.6.1. Byly optimalizovany nasledujici podminky:
vliv KCI na navazani biotinylované sondy na nosi¢, fedéni nosice, fedéni sondy a specificita
vazby. Mnozstvi navdzané sondy bylo stanoveno spektrofotometricky. Byl otestovan i
komeréni nosi¢ Streptavidin-coated immunomagnetic beads (SCIB).

6.3.1 Testovani vlivu KCI na navazani sondy (5 ’bioPeub) na nosi¢
Byl testovan vliv 0,25 — 1 M KCIl na navazani sondy na nosi¢. Biotinylovana sonda
(5'bioPeub) byla fedéna v poméru 1:1 rtizné¢ koncentrovanym KCl (0,5 — 2). Funkcionalizace

byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 1.

Schéma 1: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou 5 bioPeub

Vzorek 1 | 2 | 3 | a4 ] s
nosic [pl] 10
¢ (KCI) [mol/1] ] _ 05 | 1 | 2
mnozstvi KCI [pl] - - 5
PCR voda [pl] - 5 -
mnozstvi sondy (10 pmol/ul) [ul] 10 5 5

Nosi¢: PGMA-NH,-STV (v PBS)
Sonda: 5’bioPeub 10 pmol/ul (v PCR vodé) — fedéna KCI resp. PCR vodou

PCR sm¢és byla ptipravena dle Tabulky 10. Bylo testovano, jestli ma rtizna koncentrace KCl

vliv na navazani biotinylované sondy na nosi¢. Pfitomnost navazané sondy byla zjiStovéana
pomoci PCR (kapitola 5.9). Pro amplifikaci produktu PCR o velikosti ~ 220 bp byly pouzity
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primery F_eub a P_eub. Castice s navazanou sondou o objemu 5 pl byly v PCR pouzity jako
primer. Vysledky agarézové gelové elektroforézy jsou uvedeny na obr. 5.

Tabulka 10: Ptiprava 25 pul PCR smési

K* PK 1 2 3 4 5
PPP master mix [pl] 12,5 12,5 12,51 12,5] 12,5 | 12,5 | 12,5
primer F_eub (10 pmol/pl) [pl] 1 1 1 1 1 1 1
nosi¢ + sonda 5 bioPeub [ul] 1 (voda) | 1 (P eub) 5 5 5 5 5
DNA (10 ng/ul) [ul] 1 1 1 1 1 1 1
PCR voda [pl] 9,5 9,5 55 1 5555|5555
1500 bp
1000 bp
300 bp
200 bp ~220bp
100 bp

Obrazek 5: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR — testovani viivu KCI na navazani
biotinylované sondy (5 'bioPeub) na nosici se strepravidinem

o . > bioPeub - KVCI ) konc. nosi¢ s navazanou detekee
beh ¢. | nosi¢ [ul] | 10 Izrlfl(])l/ ul (\;{0;13;)1 ;)érl[(rl?e pfidané KC1 | sondou v PCR [ul] pr;(élilgtu
ST
NK* 0 (voda) -
PK 1 (Peub) +++
1 10 0 ++
2 5 (PCR vody) ++
3 10 5 0,5M 5 +
4 5 IM +/-
5 2M -

ST = standard

K* = kontrola — nosi¢ bez sondy (primeru) + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovana DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+/-, +, ++, +++  rlznd intenzita detekovaného PCR produktu

- PCR produkt nebyl detekovan
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v' Byly detekovany PCR produkty o velikosti ~ 220 bp rizné intenzity. Intenzita PCR
produktu nepiimo zavisela od piitomnosti KCI.

6.3.2 Testovani nafedéného nosice PGMA-NH,-STV

Bylo testovano, zda je mozné na funkcionalizaci pouzit 2x, 4x, 6x, 8x a 10x nafedéné nosice.
Nosice PGMA-NH,-STV byly natedény I1x PBS. Jako sonda byl pouzit primer P_eub
s pfisyntetizovanym biotinem na 5'konci (5'bioPeub) o koncentraci 10 pmol/pl.
Funkcionalizace byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 2.

Schéma 2: Funkcionalizace rizného mnozstvi nosice biotinylovanou sondou 5 bioPeub

vzorek €. 1 2 3 4 5
fedéni nosie v 1x PBS 2x | 4x | 6x | 8x 10x
mnozstvi fedéného nosice PGMA-NH,-STV [ul] 10
mnozstvi sondy 5 'bioPeub 10 pmol/ul [ul] 10
pom¢r nosic:sonda 1:1

Nosi¢: PGMA-NH,-STV (v PBS)
Sonda: 5'bioPeub 10 pmol/ul (v PCR vod¢)

Pomoci PCR bylo zjiStovano navazani biotinylované sondy na nosi¢ se streptavidinem. Do
PCR smési byla pouzita purifikovand DNA Lactobacillus o koncentraci 10 ng/ul a ¢astice
s navazanou sondou byly pouzity misto jednoho z primerd. Piiprava PCR smési je uvedena
v Tabulce 11. Amplifikované produkty PCR byly detekovany agarézovou gelovau
elektroforézou na 1,8 % agardzovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (obr. 6).

Tabulka 11: Piiprava 25 pl PCR smési

K* PK 1 2 3 4 5
PPP master mix [pl] 12,5 12,5 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5
primer F eub (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1 1 1 1 1
nosi¢ + sonda 5’bioPeub [pl] 1 (voda) | 1 (P eub) 5 5 5 5 5
DNA (10 ng/ul) [ul] 1 1 1 1 1 1 1
PCR voda [ul] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5 5,5
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1500 bp
1000 bp

300 bp
200 bp
100 bp

~220 bp

Obrazek 6: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR — testovani 2, 4, 6, 8 a 10krat
redenych PGMA-NH,-STV nosici

beh . | nosié [ul] fedéni nosice 5'bioPeub nosi¢ s navazanou | detekce PCR
v 1x PBS 10 pmol/ul [ul] | sondou v PCR [ul] produktu
ST
K* 0 (voda) -
PK 1 (P eub) ++
1 2x ++
2 4x ++
3 10 6x 10 5 ++
4 8x ++
5 10x +

ST = standard

K* = kontrola — nosi¢ bez sondy (primeru) + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/pl)
PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+ detekce PCR produktu o slabé intenzité

++ detekce PCR produktu o stfedni intenzité

+++ detekce PCR produktu o silné intenzité

- PCR produkt nebyl detekovan

v Byly detekovany PCR produkty o velikosti ~ 220 bp rtizné intenzity v zavislosti na
fedéni nosi¢e PGMA-NH,-STV

v Relativné intaktni produkty PCR byly detekovany i po fedéni nosice 8x

v Na nosi¢ich PGMA-NH,-STV je dostate¢né mnoZstvi streptavidinu
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6.3.3 Testovani ruizného mnoZstvi sondy (5’bioR16-1)

Bylo testovéno, jaké minimalni mnozstvi sondy lze na funkcionalizaci pouzit. Sonda
(5'bioR16-1) byla fedéna PCR vodou na koncentraci 5 — 0,5 pmol/ul. Funkcionalizace byla
provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 3.

Schéma 3: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou 5'bioR16-1

vzorek 1 2 | 3 ] 4
nosic [ul] 30

¢ sondy (5'bioR16-1) [pmol/ul] s | 25 | 1 | o5
sonda 5'bioR16-1 [ul] 30

Nosi¢: PGMA-NH,-STV (v PBS)
Sonda: R16-5"bio 5 pmol/ul (v PCR vod¢) — fedénd na koncentraci 2,5; 1; 0,5 pmol/ul v PCR
vodé

PCR smés byla ptipravena dle Tabulky 12. Do PCR smési bylo pipetovano 5 ul nosice
s navazanou biotinylovanou sondou (5°bioR16-1). Mnozstvi sondy bylo prokdzadno v PCR
pomoci rodové specifickych primerd Lactobacillus R16-1 a LbLMAIl-rev a detekovano
agardzovou gelovou elektroforézou na 1,8 % agarédzovém gelu (Obrazek 7).

Tabulka 12: Piiprava 25 pl PCR smési

K* PK 1 2 3 4

PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5 1 12,5 | 12,5 | 12,5
primer LBLLMA1-rev (10 pmol/ul) [pl] 1 1 1 1 1 1
nosic¢ + sonda 5'bioR16-1 [ul] 1 (voda) | 1 (R16-1) 5 5 5 5
DNA (10 ng/ul) [ul] 1 1 1 1 1 1

PCR voda [ul] 9,5 9,5 55 | 55 55|55
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1500 bp
1000 bp

300 bp
200 bp
100 bp

~250 bp

Obrazek 7: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR o velikosti ~ 250 bp — testovani
mnozstvi sondy 5 'bioR16-1 pouzité na funkcionalizaci

beh & nosic¢ 5'bioR16-1 ¢ 5'bioR16-1 nosi¢ s navazanou detekce
[ul] [unl] [pmol/ul] sondou v PCR [pl] produktu PCR
ST
NK 1 (10 pmol/pl) -
K* 0 (voda) -
PK 1 (10 pmol/ul) +++
| 5 +++
2 2,5 +
3 30 30 1 5 -
4 0,5 -

ST = standard

K* = kontrola — nosi¢ bez sondy (primeru) + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/pl)
NK = negativni kontrola — bez DNA, mistio DNA matrice byla pouzita PCR voda

PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+++ PCR produkt siln€ intenzity

+ PCR produkt slabé intenzity

- PCR produkt nebyl detekovan

v Byly detekovany produkty PCR o velikosti ~ 250 bp rtizné intenzity v zavislosti na
mnozstvi pouZité sondy
v Pro funkcionalizaci je tieba pouzivat sondu o koncentraci 5 pmol/pl
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6.3.4 Testovani specificity vazby biotinylované sondy na nosic¢

Pro testovani specificity vazby byl pouzit nosi¢ C22 (PGMA dextran coated Fe;O4 v 1x PBS),
ktery je ptipraven podobné jako nosi¢ PGMA-NH,-STV, neni vSak funkcionalizovan
streptavidinem. Pomoci ¢astic bez streptavidinu bylo testovéno, zda se biotinylovand sonda
vaze na nosi¢ specificky, nebo zda dochazi k nespecifické vazbé. Funkcionalizace nosice
biotinylovanou sondou byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 4.

Schéma 4: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou 5 'bioPeub

vzorek 1 2
typ nosice PGMA-NH,-STV C22
nosic [pl] 10
sonda 5’bioPeub 5 pmol/ul [ul] 10
pome¢r nosic¢:sonda 1:1

Nosi¢:  PGMA-NH,-STV (v PBS)
C22 = PGMA dextran coated bez streptavidinu (v PBS) = kontrola specificity vazby

Sonda: 5’bioPeub 5 pmol/ul (v PCR vod¢)

PCR smés byla piipravena dle Tabulky 13. Pro amplifikaci produktu PCR o velikosti
~ 220 bp byly pouzity primery P_eub a F _eub, pficemz €astice s navazanou sondou byly do
PCR smési pouzity misto primeru P_eub. Vysledky agarézové gelové elektroforézy na 1,8 %
agarozovém gelu (kapitola 5.10.2) jsou uvedeny na Obrazku 8.

Tabulka 13: Piiprava 25 pl PCR smési

K* PK 1 2
PPP master mix [pl] 12,5 12,5 12,5 12,5
primer F_eub (10 pmol/ul) [pul] 1 1 1 1
nosi¢ + sonda 5 bioPeub [pl] 1 (voda) 1 (P eub) 5 5
DNA (10 ng/ul) [ul] 1 1 1 1
PCR voda [ul] 9,5 9,5 5,5 5,5

K* = kontrola — nosi¢ bez sondy (primeru) + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
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1500 bp
1000 bp

300 bp
200 bp
100 bp

~220 bp

Obrazek 8: Agarozova gelova elektroforéza produktiic PCR — testovani vazby biotinylované

sondy na nosic C22

beh & nosid nosic [] 5'bioPeub nosi¢ s navazanou detekce
(5 pmol/ul) [ul] | sondou v PCR [ul] | produktu PCR
ST
K* 0 (voda) -
PK 1 (10 pmol/ul) +
1 PGMA-NH,-STV +
2 | (22 (bez STV) 10 10 > i

ST = standard
K* = kontrola — nosi¢ bez sondy (primeru) + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
+ PCR produkt detekovan
- PCR produkt nebyl detekovan

v" Produkty PCR byly detekovany po amplifikaci DNA izolované pomoci nosice
PGMA-NH,-STV s navazanou sondou 5 bioPeub

v’ Biotinylovana sonda se na nosi¢ PGMA-NH,-STV vaze specificky

v" Na nosi¢ C22 (bez streptavidinu) nebyla prokazana vazba sondy

42



6.3.5 Testovani nosice Streptavidin-coated immunomagnetic beads
Byl testovan komercni nosi¢ Streptavidin-coated immunomagnetic beads (SCIB) a rizné
mnozstvi sondy 5’bioPeub ptiddvané k tomuto nosi¢i. Funkcionalizace nosi¢e riznym

mnozstvim sondy 5 bioPeub byla provedena dle kapitoly 5.6.1 a Schématu 5.

Schéma 5: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou 5 'bioPeub

vzorek €. 1 2 3 4
Mnozstvi nosice SCIB [ul] 10 10 10 10
Mnozstvi sondy 5 bioPeub 10 pmol/pl [ul] 20 15 10 0
Vysledna konc. 5’bioPeub [pmol/ul] 10 10 10 0
Pomér nosic¢:sonda 1:2 1:1,5 1:1 1:0

Nosi¢: Streptavidin-coated immunomagnetic beads (v PBS)
Sonda: 5’bioPeub 10 pmol/ul (v PCR vod¢)

PCR sm¢s byla piipravena dle Tabulky 14. Pro amplifikikaci produktu o velikosti ~ 220 bp
byly pouzity primery P_eub a F_eub, ptfi¢emz Castice s navdzanou sondou byly do PCR smési
pouzity misto primeru P_eub. Vysledky agardzové gelové elektroforézy na 1,8 % agar6zovém
gelu (kapitola 5.10.2) jsou uvedeny na Obrazku 9.

Tabulka 14: Piiprava 25 pl PCR smési

K* PK 1 2 3 4
PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5 | 12,5 | 12,5 | 12,5
primer F_eub (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1 1 1 1
nosic¢ + sonda 5 bioPeub [ul] 1 (voda) | 1(P eub) 5 5 5 5
DNA (10 ng/pl) [ul] 1 1 1 1 1 1
PCR voda [pl] 9,5 9,5 5,5 5,5 5,5 5,5

K* — kontrola — nosi¢e bez sondy (primeru) + purifikovana DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

PK — pozitivni kontrola, primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/pl)
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1500 bp
1000 bp

300 bp

200 bp
100 bp

~220 bp

Obrazek 9: Agardzova gelova elektroforéza produktii PCR — testovani komercniho nosice
Streptavidin-coated immunomagnetic beads a vlivu mnozstvi pouZzité sondy 5 bioPeub.

beh &, nosi¢ [ul] 5'bioPeub nosi¢ s navazanou detekce
10 pmol/pl [ul] sondou v PCR [pl] produktu PCR
ST
K* 0 (voda) -
PK 1 (P _eub) +
1 20 -
2 15 -
3 10 10 5 -
4 0 -

ST = standard

K* = kontrola — nosi¢ bez sondy (primeru) + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+ PCR produkt detekovan

- PCR produkt nebyl detekovan

v Produkt PCR nebyl detekovan

v' Vazba sondy 5’bioPeub na komeréni nosi¢ Streptavidin-coated immunomagnetic
beads nebyla prok4zana

v Nosi¢ obsahuje malo straptavidinu
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6.3.6 Spektrofotometrické stanoveni mnozstvi navazané sondy

Pomoci nanofotometru byla sledovana zména koncentrace sondy R16-5"bio (5 pmol/ul) pied
a po navazani na nosi¢ PGMA-NH,-STV (kapitola 5.6.1). Z rozdilu hodnot bylo vypocteno,
kolik sondy se navazalo na nosi¢. Postup ptipravy je uveden nize. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 7.

Postup:

e k30 ul zésobniho nosice PGMA-NH,-STV promytého 2 M KCI se ptridalo 30 ul
sondy 5'bioR16-1 o koncentraci 5 pmol/ul — zméfila se koncentrace sondy dle
kapitoly 5.7 (3x) pted ptidanim k nosici (Tabulka 15)

¢ nosic se sondou byl inkubovén 15 min. pfi laboratorni teploté za stalého promichavani

e nosice se odseparovaly na magnetickém separatoru, odebral se supernatant a zméfila
se koncentrace sondy (3x) v roztoku (Tabulka 15)

Tabulka 15: Koncentrace sondy 5'bioR16-1 v roztoku

¢ R16-5'bio [ng/ul] 1 2 3 (%)
PRED navézanim na nosié¢ 60,7 49.6 57,0 ~ 58
PO navazani na nosi¢ 3.5 39 4,6 ~4

Vypocet mnozstvi navazané sondy:
S8 ng/ul o 100 %

x=100- - =69%
58

mnozstvi navazané sondy = 100—6,9 =93,1%

v" 93,1 % sondy se vaZe na nosi¢ — pii pouziti sondy 5'bioR16-1 o koncentraci 5 pmol/ul
a mnozstvi nosice a sondy v poméru 1:1
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6.4 Testovani citlivosti PCR s primery R16-1 a LbLMAT1-rev

Bylo testovéano, jaké minimalni mnozstvi DNA jsme schopni pomoci PCR amplifikovat za
vzniku amplikoni detekovatelnych v PCR. DNA byla nafedéna TE pufrem na koncentraci
10 ng/pl az 10 fg/pl. PCR smés byla ptipravena dle Tabulky 16. Vysledky agarézové gelové
elektroforézy na 1,8 % agar6zovém gelu (kapitola 5.10.2) jsou uvedeny na Obrazku 10.

Tabulka 16: Piiprava 25 pl PCR smési

1

2

PPP master mix [pl]

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

12,5

primer R16-1
(10 pmol/pl) [pl]

1

1

primer LbLMA1-rev
(10 pmol/pl) [ul]

1

1

DNA [ul]

1

1

¢ DNA

10 ng/pl

10fg/ul

100fg/ul

1pg/ul

10 pg/ul

100 pg/pl

1 ng/ul

PCR voda [pl]

9,5

9,5

9,5

9,5

9,5

9,5

9,5

1500 bp —»|
1000 bp —»

300bp —»
200bp —»

100 bp —>

~250bp

Obrazek 10: Testovani citlivosti PCR. V PCR smésich bylo amplifikovano od 10 ng/ul do
10 fg/ul DNA. V PCR byly pouzity rodove specifické primery R16-1 a LbLMAI-rev pro rod

Lactobacillus.
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b¢éh €. c (DNA) detekce produktu PCR
ST
1 10 ng/ul +++
2 10fg/ul +/-
3 100fg/ul +/-
4 Ipg/ul +/-
5 10 pg/ul +
6 100 pg/ul +++
7 1 ng/ul +++
ST = standard
+/- detekce produktu o velmi slabé intenzité
+ detekce PCR produkt o slabé intenzité

+++ detekce PCR produktu o silné intenzité
- PCR produkt nebyl detekovan

v" Vrodov¢ specifické PCR s primery R16-1 a LbLMAIl-rev bylo detekovano jako

v

vzniku produkti PCR detekovanych na gelu

6.5 Hybridizace a selektivni izolace DNA pomoci funkcionalizovanych castic

Hybridizace a selektivni izolace byla testovdna pomoci dvou nosici: PGMA-NH,-STV a
MPG" Streptavidin, na které byla navazana biotinylovana sonda (5 bioPeub, 5'bioR16-1).
Hybridizace byla provedena dle kapitoly 5.6.2. Byly optimalizovany nasledujici podminky:
promyvani ¢astic s navazanou sondou po hybridizaci (3, 7, 12, 13 a 15 ndsobné promyti), vice
cykli v PCR, prodlouzeni ¢asu hybridizace, 2nasobné zakoncentrovani vyeluované DNA.
Jako kontrola specificity hybridizace byly pouzity dané nosice bez navazané sondy.

6.5.1 Testovani 3krat promyvanych ¢astic

Byla testovana specifickd izolace bakteridlni DNA, pomoci nosice PGMA-NH,-STV
funkcionalizovaného biotinylovanou sondou 5°bioPeub o koncentraci 5 pmol/ul.
Funkcionalizace nosi¢e biotinylovanou sondou byla provedena dle kapitoly 5.6.1
a Schématu 6. Jako kontrola specificity byly pouzity nosice PGMA-NH,-STV bez navazané
sondy. Selektivni izolace byla provedena s DNA (10 ng/ul) (dle kapitoly 5.6.2), ktera byla
izolovana metodou fenolové extrakce z Cisté kultury. Hybridizace probihala pfi laboratorni
teplot¢ po dobu 10 minut. Po hybridizaci DNA s biotinylovanou sondou 5’bioPeub byly
nosice 3x promyty — 1x 2 M NaCl a 2x TE pufrem.

Schéma 6: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou 5 'bioPeub

vzorek ¢&. 1(2,3,5) | 4 (6)
Mnozstvi nosice PGMA-NH,-STV [ul] 50
Mnozstvi sondy 5 bioPeub 5 pmol/ul [ul] 50 ‘ 0

Vzorky 5 a 6 = astice po eluci DNA ze vzorki 1 a 4 rozpusténé v 20 pl TE pufru
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Byla testovana DNA, kterd byla selektivné vyizolovana pomoci nosict PGMA-NH,-STV
s navazanou biotinylovanou sodou. Pro amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti
~250 bp byly pouzity rodové specifické primery LbLMAIl-rev a R16-1 pro rod
Lactobacillus. PCR smés byla ptipravena dle Tabulky 17. Amplifikované PCR produkty byly
detekovany agarovou gelovou elektroforézou na 1,8 % agar6zovém gelu dle kapitoly 5.10.2

(Obrazek 11).

Tabulka 17: Piiprava 25 pl PCR smési

kontrola N
_ nosiée po
DNA po eluci bez .
eluci DNA
sondy
NK PK 2 4 5 6
PPP master mix [pl] 12,5 12,5 12,5 | 12,5 | 12,5 12,5 12,51 12,5
primer R16-1 (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1 1 1 1
primer LbBLMA1-rev 1 1 1 1 1 1
(10 pmol/pl) [pl]
DNA [ul] 0 1 (10 ng/pl) 3 2 2 2
PCR voda [pl] 9,5 9,5 85 | 75 | 6,5 8,5 8,5 | 85
1500 bp —>
1000 bp —>
300 bp —» ~250 bp
200bp —*
100 bp —>

Obrazek 11: Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR o velikosti ~ 250 bp s rodové
specifickymi primery R16-1 a LbLMA I-rev. Testovani selektivni izolace DNA pomoci nosicii
PGMA-NH,-STV s navazanou biotinylovanou sondou (5 'bioPeub). Nosice byly po hybridizaci

3krat promyty.
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beh & nosic [y] 5’bioPeub mn. DNA do detekce
S pmol/ul [ul] PCR [ul] produktu PCR
ST
NK 0 (voda) -
PK 1 (10 ng/pul) -+
1 50 2 +
2 50 3 ++
3 50 50 4 ++
4 0 2 (izolace bez sondy) ++
5 50 2 (Castice po eluci) +++
6 0 2 (Castice po eluci) +++

ST = standard

NK = negativni kontrola — bez DNA, misto DNA matrice byla pouzita PCR voda
PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
+ detekce PCR produkt o slabé intenzité

++ detekce PCR produktu o stfedni intenzité

+++ detekce PCR produktu o silné intenzité

- PCR produkt nebyl detekovan

v DNA se vaze nespecificky (na ¢astice bez sondy)

v' Specificky produkt PCR o velikosti ~ 250 bp byl amplifikovan po izolaci DNA ze
vSech vzorki

v" Intenzivni produkty PCR byly amplifikovany v PCR po ptidani ¢astic po eluci DNA

I kdyZ se nosi¢e po hybridizaci promyvaly 7krat stale byl po amplifikaci detekovan produkt
PCR to znamend, Ze je DNA navdzana nespecificky. DNA se rovnéz amplifikovala na
nosic¢ich po eluci DNA, stejné intenzivné jako pii trojndsobném promyvani.

6.5.2 Testovani 12krat promyvanych ¢éastic

Postup byl stejny jak v pfededchozim ptipad¢, jenom po hybridizaci s DNA (kapitola 5.6.2)
byly nosice 10x promyty 2 M NaCl a 2x TE pufrem Funkcionalizace nosic¢e biotinylovanou
sondou je shrnuta ve Schématu 7.

Pro amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti ~250 bp byly pouzity rodové
specifické primery LbLMA1-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. PCR smés byla pfipravena
dle Tabulky 17. Amplifikované produkty PCR byly detekovany agarovou gelovou
elektroforézou na 1,8 % agar6zovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrazek 12).

Schéma 7: Funkcionalizace nosi¢e biotinylovanou sondou

vzorek &. 1(2,3.5) | 4 (6)
Mn. nosice PGMA-NH,-STV [ul] 20
Mn. sondy 5'bioPeub 5 pmol/pl [pl] 20 ‘ 0

Vzorky 5 a 6 = castice po eluci DNA ze vzorki 1 a 4 rozpusténé v 20 ul TE pufru
Nosi¢: PGMA-NH,-STV (v PBS)
Sonda: 5'bioPeub o koncentraci 5 pmol/ul (v PCR vod¢)
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1500 bp

1000 bp
300 bp
~250bp
200 bp
100 bp dimery
primerd

Obrazek 12: Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR o velikosti ~ 250 bp s rodové
specifickymi primery R16-1 a LbDLMA-1. Testovani 12krat promyvanych castic.

beh & nosic [yl] 5'bioPeub mn. DNA do detekce
5 pmol/pl [pl] PCR [pl] produktu PCR
ST
NK 0 (voda) -
PK 1 (10 ng/ul) +
1 20 2 -
2 20 3 -
3 20 20 4 -
4 0 2 (izolace bez sondy) -
5 20 2 (Castice po eluci) -
6 0 2 (Castice po eluci) -
+ PCR byl detekovan

- PCR produkt nebyl detekovan

v' Vétsina DNA byla navazana nespecificky a vymyla se
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6.5.3

Testovani 12krat promyvanych ¢astic a 40 cyklu PCR

e v testu byly pouzity vzorky z piedesiého pokusu, byl zvySen pocet cyklti v PCR na 40
e do PCR bylo ptidavano po 5 ul vyizolované DNA a po 5 pl nosi¢t po eluci (v TE

pufru)

Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou 5’bioPeub je shrnuta ve Schématu 8. Pro
amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti ~ 250 bp byly pouzity rodové specifické
primery LbLMAIl-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. PCR smés byla pfipravena dle
Tabulky 18. Amplifikované PCR produkty byly detekovany agarovou gelovou elektroforézou
na 1,8 % agar6zovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (obr. 13).

Schéma 8: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou

vzorek &. 13) | 2 (4)
Mnozstvi nosice PGMA-NH,-STV [ul] 20
Mnozstvi sondy 5 'bioPeub 5 pmol/ul [ul] 20 ‘ 0
Vzorky 3 a 4 = ¢astice po eluci DNA ze vzorki 1 a 2 rozpusténé v 20 pl TE pufru
Nosi¢: PGMA-NH,-STV (v PBS)
Sonda: 5’bioPeub o koncentraci 5 pmol/ul (v PCR vod¢)
Tabulka 18: Piiprava 25 pl PCR smési
| kontrola nosiée po
DNA po eluci .
bez sondy | eluci DNA
NK PK 1 2 3 4
PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5 12,5 12,51 12,5
primer R16-1 (10 pmol/ul) [pl] 1 1 1 1 1 1
primer LBLMA1-rev (10 pmol/ul) | 1 1 1 1 1
DNA [ul] 0 | 1(10ng/ul) 5 5 5 5
PCR voda [ul] 9,5 9,5 5,5 5,5 55 155
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1500 bp
1000 bp

300 bp
200 bp

100 bp

~250bp

} nespecifické
amplikony

Obrazek 13: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR o velikosti ~ 250 bp s rodové
specifickymi primery R16-1 a LbLMAI-rev. Testovani 12krat promyvanych castic a 40 cykli
PCR.

beh &, | nosic [pl] 5'bioPeub mn. DNA do detekce nespec':iﬁcké
5 pmol/ul [pl] PCR [pl] produktu PCR | amplikony
ST
NK 0 (voda) - +
PK 1 (10 ng/pl) + +
1 20 5 + +
2 20 0 5 (izolace bez sondy) + +
3 20 5 (Castice po eluci) + +
4 0 5 (Castice po eluci) + +

ST = standard

NK = negativni kontrola — bez DNA, misto DNA matrice byla pouzita PCR voda
PK = pozitivni kontrola — primery + purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
+ PCR produkt byl detekovan

- PCR produkt nebyl detekovan

v" produkt PCR byl detekovan po izolaci DNA nosi¢em se sondou i bez sondy
v" DNA se vaZe na nosi¢ nespecificky
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6.5.4 Testovani 13krat promyvanych ¢astic s pouzitim degradované DNA

Pro hybridizaci byla DNA mechanicky degradovdna pomoci injekéni stfikacky. Bylo
testovano intenzivngj$i promyvani — 13krat. Byl aplikovan stejny postup (kapitola 5.6.2),
nosi¢, sonda a primery jako u ptedeSlych testl, funkcionalizace nosice je shrnuta ve
Schématu 9. Pro amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti ~ 250 bp byly pouzity
rodove specifické primery LbLLMA1-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. Do PCR smési, ktera
byla ptipravena dle Tabulky 19, bylo pipetovano 5 ul vyizolovné DNA resp. nosice po eluci
DNA. Amplifikované produkty PCR byly detekovany agarovou gelovou elektroforézou na
1,8 % agar6zovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrazek 14).

Schéma 9: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou

vzorek &. 165 | 20 | 30 | 4@®
Mn. nosi¢e PGMA-NH,-STV [ul] 30
Mn. sondy 5 bioPeub 5 pmol/ul [ul] 30 30 0 0
denaturovand DNA 10 ng/pl [ul] 30%* 30 30%* 30
* DNA byla degradovana pomoci jehly
Vzorky 5, 6, 7 a 8 = Castice po eluci DNA ze vzorkl 1-4 rozpusténé v 30 ul TE pufru
Nosi¢: PGMA-NH,-STV (v PBS)
Sonda: 5'bioPeub o koncentraci 5 pmol/ul (v PCR vod¢)
Tabulka 19: Piiprava 25 pl PCR smési
NK PK 1-8
PPP master mix [pl] 12,5 12,5 12,5
primer R16-1 (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1
primer LbBLMA1-rev (10 pmol/ul) [pl] 1 1 1
DNA [ul] 1 (voda) 1(10 ng/ul) 5
PCR voda [ul] 9,5 9,5 5,5
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1500 bp —»
1000 bp —»

300bp —»
200 bp —»|

100 bp —»

~ 250 bp

Obr. 14: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR s rodové specifickymi primery R16-1
a LbLMA I-rev. Testovani 13krdat promyvanych cdastic s pouzitim degradované DNA

beh & nosi¢ | 5’bioPeub denaturovana DNA mn. DNA detekce
[ul] [ul] pouzita na hybridizaci do PCR [ul] produktu PCR

ST
NK -
PK +

1 30 degradovana -

2 30 nedegradovana 5 -

3 0 degradovana -

4 30 0 nedegradovana -

5 30 degradovana -

6 30 nedegradovana 5. -

7 0 degradovana castice -

8 0 nedegradovand -

ST = standard

NK = negativni kontrola — misto DNA matrice pouzita PCR voda

PK = pozitivni kontrola — purifikovana DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
+ PCR produkt byl detekovan

- PCR produkt nebyl detekovan

v’ Specificky produkt PCR nebyl detekovan s vyjimkou pozitivni kontroly

6.5.5 Testovani éastic s navazanou sondou 5’bioR16-1

Na selektivni izolaci byla testovdna dal$i sonda a to 5'bioR16-1. Byla testovana izolace
degradované a nedegradované DNA. Navazani biotinylované sondy 5'bioR16-1 na nosi¢ se
streptavidinem (PGMA-NH,-STV) bylo provedeno dle Schématu 10. DNA byla pted
hybridizaci 2x zfedéna 1 M NaCl. Hybridizace byla provedena v prostiedi 1 M NaCl. Nosice
byly po hybridizaci s DNA 15krat promyty a 2krat ptepipetovany do nové Eppendorfovy
zkumavky. Pro amplifikaci specifického produktu PCR o velikosti ~250 bp byly pouzity
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rodové specifické primery LbLMAIl-rev a R16-1 pro rod Lactobacillus. PCR smés byla
pripravena dle Tabulky 20. Amplifikované PCR produkty byly detekovany agar6zovou
gelovou elektroforézou na 1,8 % agar6zovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrazek 15).

Schéma 10: Funkcionalizace nosi¢ biotinylovanou sondou

vzorek nosi¢ PGMA-NH,-STV 5'bioR16-1 denaturovand
(] (5 pmol/ul) [ul] DNA (ng/pl) [pl]
1(5) 50 50%*
2 (6) 50 <0
3 (7) " - 50
4(8) - _

* DNA byla pted denaturaci degradovana pomoci jehly
Vzorky 5-7 = ¢astice po eluci DNA ze vzorki 1-3 rozpusténé v 50 ul TE pufru, vzorek 4 resp.
8 byly jen Cisté promyté Castice, bez navazané sondy a DNA

Tabulka 20: Ptiprava 25 pul PCR smési

NK PK 1-8

PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5
primer R16-1 (10 pmol/pl) [pl] 1 1 1
primer LbLMAev1- (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1
DNA [pl] 0 (voda) 1 (10 ng/ul) 5

PCR voda [ul] 9,5 9,5 5,5

1500 bp —»
1000 bp —»

300bp —»
200bp 4

100bp —>

<«— ~250bp

Obrazek 15: Agarozova gelova elektroforéza produktic PCR (250 bp) s rodové specifickymi
primery R16-1 a LbLMAI-rev. Testovani selektivni izolace DNA pomoci nosicii PGMA-NH -
STV s navazanou biotinylovanou sondou (5 'bioR16-1).
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beh & nosi¢ | 5’bioR16-1 denaturovana DNA mn. DNA detekce
[ul] [ul] pouzita na hybridizaci do PCR [ul] produktu PCR

ST
NK -
PK +

1 50 degradovana -

2 50 nedegradovana 5 -

3 degradovana -

4 50 nedegradovana -

5 50 degradovana -

6 50 nedegradovana -

. Scastice
7 degradovana -
8 nedegradovana -

v" PCR produkt nebyl detekovan (s vyjimkou pozitivni kontroly)

Stejna DNA byla pouzita v dal§i PCR, ale byl navysSen pocet cykli na 35. Ani po 35 cyklech
v PCR se nepodafilo amplifikovat produkt PCR u zidného vzorku. Po zvySeni cCasu
hybridizace na 1 hod, byl po 35 cyklech v PCR amplifikovan PCR produkt o velmi slabé
intenzité¢ na nosi¢ich po eluci. Dale byla selektivné vyizolovana DNA pouzita v dalsi PCR
jako DNA matrice — ve vSech vzorkach byl detekovan smir (¢mouha).

6.5.6 Testovani komer¢nich ¢astic MPG®Streptavidina sondoy 5 bioPeub

Byl pouzit postup dodavany vyrobcem vis kapitola 5.5 (PureBiotech LLC).
Byla testovéna selektivni izolace DNA pomoci komer&nich &astic MPG®™ Streptavidin. Pro
izolaci byl pouzit postup uvedeny od vyrobce. Na cCastice byla navazand oligonukleotidova
sonda 5'bioPeub o koncentraci 10 pmol/ul (v PCR vod¢), ktera byla fedéna v poméru 1:1
v 2 M KCI. Funkcionalizace nosi¢e biotinylovanou sondou je uvedena ve Schématu 11. Pted
hybridizaci byla celkovda DNA denaturovana na vodni lazni o teploté 70°C.

Schéma 11: Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou

sorek nosi¢ [ul] 5'bioPeub 10 pmol/ul denaturovana

' : v2M KCl 1:1 [ul] DNA [ul]
1(3) 30 30
2(4) 0 . 30

Nosi¢: MPG"Streptavidin
Sonda: 5’bioPeub 10 pmol/ul (v PCR vod¢) fedéna v poméru 1:1 2 M KCl
Vzorky 3 a 4 = Castice po eluci DNA ze vzorkt 1 a 2 rozpusténé v 30 ul TE pufru

DNA vyizolovand pomoci nosi¢i MPG® Streptavidin-5'bioPeub byla testovana v PCR.
Jednotlivé komponenty byly do PCR smési pipetovany dle Tabulky 21. Specificita vazby byla
testovana pomoci nosi¢e MPG"® Streptavidin bez navézané biotinylované sondy.
Amplifikované PCR produkty (~ 220 bp) byly detekovany gelovou elektroforézou na
agarozovém gelu (Obrazek 16).
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Tabulka 21: Piiprava 25 pl PCR smési

NK PK 1-4
PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5
primer P_eub (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1
primer F_eub (10 pmol/ul) [pl] 1 1 1
DNA [pl] 0 1 (10 ng/ul) 5
PCR voda [pl] 9,5 9,5 5,5

1500 bp
1000 bp

300 bp
200 bp
100 bp

~220 bp

Obrazek 16: Agarozova gelova elektroforéza produktiic PCR s primery P _eub a F _eub —
testovani komercniho nosice (MPG"Streptavidin) a sondoy 5 bioPeub (10 pmol/ul). DNA

byla denaturovana a eluovana pri teploteé 70°C.

beh & nosic 5'bioPeub 10 pmol/ul mn. DNA detekce
] [ul] v 2M KCI 1:1 [pl] do PCR [pl] produktu PCR
ST
NK -
PK +
1 30 +/-
2 -
3 30 30 -
4 Sééstice _

ST = standard

NK = negativni kontrola — misto DNA matrice pouzita PCR voda
PK = pozitivni kontrola — purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+ PCR produkt byl detekovan
- PCR produkt nebyl detekovan
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v Po amplifikaci DNA izolované pomoci nosi¢e se sondou 5’bioPeub byl detekovan
produkt PCR slabé intenzity

v" Po pridani ¢astic, co zbyly po eluci DNA, do PCR smési, produkty PCR detekovany
nebyly

6.5.7 Testovani ¢astic MPG®Streptavidin-5"bioPeub. Vys§i teplota denaturace

Byla testovéna selektivni izolace pomoci komer&nich &astic MPG® Streptavidin. Postup dany
vyrobcem (kapitola 5.5) byl ¢astecné modifikovan — teplota denaturace DNA byla zvySena na
99°C/4 minuty, po hybridizaci byly nosi¢e 3x promyty 2M KCI a2x TE pufrem.
Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou je shrnuta ve Schématu 12.

Schéma 12: Funkcionalizace nosi¢e MPG" Streptavidin biotinylovanou sondou 5 bioPeub

vzorek nosic [ul] 5'bioPeub10 pmol/pl denaturovana
v2MKCI 1:1 [ul] DNA [ul]
1(4) 30 30%
2(5) 30 30 30
3(6) i e

* DNA byla pfed denaturaci degradovdna pomoci jehly

Vzorky 4-6 = Castice po eluci DNA ze vzorkt 1-3 rozpusténé v 30 pl TE pufru
Nosi¢: MPG® Streptavidin

Sonda: 5’bioPeub10 pmol/ul (v PCR vod¢)

DNA vyizolovana pomoci funkcionalizovanych ¢astic byla testovana v PCR pomoci primeru
P eub a F_eub. Do PCR smési (Tab. 13, kapitola 5.9) bylo pipetovano 5 ul DNA. Specificita
vazby byla testovana pomoci nosi¢e MPG® Streptavidin bez navézané biotinylované sondy.
Amplifikované produkty PCR (~ 220 bp) byly detekovany gelovou elektroforézou na
agarozovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrazek 17).
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1500 bp

1000 bp

300 bp
200 bp

~220 bp

100 bp

Obrazek 17: Agarozova gelova elektroforéza produktii PCR s primery P _eub a F _eub —
testovani castic (MPG® Streptavidin) funkcionalizovanych biotinylovanou sondou 5 bioPeub.
DNA byla denaturovana a eluovana pri teplote 99°C.

beh & nosi¢ | 5'bioPeub 10 pmol/ul | denaturovand DNA mn. DNA detekce
[ul] v2MKCI 1:1 [ul] | pouzita na hybridizaci | do PCR [ul] | produktu PCR
ST
NK 0 (voda) -
PK 1 (10 ng/ul) +++
1 30 degradovana +++
2 30 nedegradovana 5 +H+
3 30 degradovana +
4 30 degradovana -
5 30 nedegradovana Scastice -
6 degradovana -

ST = standard

NK = negativni kontrola — misto DNA matrice pouzita PCR voda

PK = pozitivni kontrola — purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)
+++ detekce PCR produktu o silné intenzité

+ detekce PCR produktu o slabé intenzité

- PCR produkt nebyl detekovan

v" Intenzivni PCR produkty byly detekovany, po selektivni izolaci DNA z degradované
i nedegradované DNA denaturované 99 °C/ 4 minuty

v" Produkt PCR slabé intenzity byl detekovan i na nosi¢i bez sondy (kontrola)

v DNA se na nosi¢e vaze i nespecificky
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6.5.8 Selektivni nosi¢e MPG®Streptavidin a riizné teploty p¥i eluci DNA

Byla testovana selektivni izolace DNA pomoci komerénich &astic MPG® Streptavidin
s navazanou biotinylovanou sondou 5"bioR16-1 o koncentraci 10 pmol/ul (v PCR vodg), ktera
byla fedéna v poméru 1:1 v2 M KCI. Funkcionalizace nosice je uvedena ve Schématu 13.
Vyizolovand DNA (kapitola 5.6.2) byla eluovana do 10 pl TE pufru (byla 2x
zakoncentrovana) a eluce byla provadéna pfi teploté 99°C a 60°C. Bylo testovano zda-li pfi
dané teploté¢ dojde k rozstépeni vazby streptavidin-biotin nebo jenom k denaturaci DNA.
Specificita vazby byla testovana pomoci nosi¢e MPG® Streptavidin bez navazané
biotinylované sondy.

Schéma 13: Funkcionalizace nosicil biotinylovanou sondou

vzorek nosié [ul] 5'bioR16-1 10 pmol/pl denaturovana
v2MKCI I:1 [pl] DNA [ul]
1(4) 20 20
2(5,7) 20 20 20
3 (6, 8) - 20

Vzorky 4-6 = ¢astice po eluci DNA ze vzorkt 1-3 rozpusténé v 20 ul TE pufru
Nosi¢: MPG® Streptavidin
Sonda: 5'bioR16-1 10 pmol/ul (v PCR vod¢)

Selektivné vyizolovana DNA byla testovana v rodové specifické PCR Lactobacillus pomoci
primeru R16-1 a LbLMAT1-rev. PCR smés byla pfipravena dle Tabulka 22. Amplfikované
PCR produkty (~ 250 bp) byly detekovany gelovou elektroforézou na 1,8 % agardzovém gelu
dle kapitoly 5.10.2 (Obrazek 18).

Tabulka 22: Ptiprava 25 pul PCR smési

NK PK 1-6 7-8
PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5 12,5
primer R16-1 (10 pmol/ul) [pl] 1 1 1 0
primer LbLMAT1-rev (10 pmol/ul) [ul] 1 1 1 1
DNA [ul] 0 1 (10 ng/ul) 5 5
PCR voda [pl] 9,5 9,5 5,5 6,5

Vzorky 7 a 8 byly pouzity i jako DNA 1 jako primer R16-1 — testovalo se zda-li se pii eluci
rozrusila vazba streptavidin-biotin a sonda 5'bioR16 (primer) se uvolnila do roztoku s DNA.
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<«— ~250bp

Obrazek 18: Agardzova gelova elektroforéza produktit PCR s primery R16-1 a LbLMAI-rev —
testovani riizné teploty (99°C, 60°C) eluce DNA navdzané na cdsticich MPG® Streptavidin
s navdazanou biotinylovanou sondou 5 'bioR16-1 a rozruseni vazby streptavidin-biotin

beh & nosi¢ | 5’bioR16-1 10 pmol/pl mn. DNA Teplota detekce
' [ul] v2 MKCI 1:1 [ul] do PCR [ul] eluce [°C] produktu PCR
ST
NK 0 (voda) -
PK 1 (10 ng/pl) +++
1 20 99 +++
2 20 5 60 +++
3 60 +/-
4 20 99 +
5 20 20 Seastice 60 +
6 60 +/-
7 20 s 60 ot
8 60 -

ST = standard
NK = negativni kontrola — misto DNA matrice pouZita PCR voda
PK = pozitivni kontrola — purifikovand DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+++ detekce PCR produktu o silné intenzité
+ detekce PCR produktu o slabé intenzité
+/- detekce PCR produktu o velmi slabé intenzité

- PCR produkt nebyl detekovan

v" Produkty PCR byly detekovany po amplifikaci DNA eluované z nosi¢e pii 99 °C
a 60 °C. DNA byla selektivné vyizolovana (béh €. 1, 2)

v Produkt PCR nizk¢ intenzity byl amplifikovan z nosi¢e bez sondy (béh ¢. 3)

v" DNA se vaZe na nosice i nespecificky
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6.5.9 Izolace DNA z potravin pomoci magnetickych nosi¢a Fkol 1350x

Na izolaci byly pouzity 3 potravinové vyrobky: Actimel s vanilkovou piichuti (Danone),
Florian activ (Olma) a smetanovy jogurt Jahtidka (mlékarny Kunin). Z kazdého mlééného
vyrobku se odebralo 2x po 1 ml, zlyzovalo pomoci lyza¢niho roztoku a z hrubych lyzatu se
izolovala celkovd DNA pomoci magnetickych castic Fkol 1350x dle kapitoly 5.4. V PCR
pomoci rodove specifickych primert R16-1 a LbLLMA-1 se testovala pfitomnost bakterii rodu
Lactobacillus ve vybranych mléénych vyrobcich. PCR smés byla ptipravena dle Tabulky 23.
Amplfikované produkty PCR o velikosti ~ 250 bp byly detekovany gelovou elektroforézou na
1,8% agar6zovém gelu dle kapitoly 5.10.2 (Obrazek 19).

Tabulka 23: Piiprava 25 pl PCR smési

NK PK 1-6
PPP master mix[ul] 12,5 12,5 12,5
primer Peub (10 pmol/ul)[ul] 1 1 1
primer Feub (10 pmol/pl)[ul] 1 1 1
DNA[ul] 0 1 (10 ng/pl) 1
PCR voda[pl] 9,5 9,5 9,5

~250bp —>

Obrazek 19: Agarozova gelova elektroforéza produktit PCR (~ 250 bp) s rodové specifickymi
primery RI16-1 a LbLMA-1. Ze ti mlécnych vyrobkii byla DNA izolovana pomoci
magnetickych castic Fkol 1350x
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beh &, vyrobek mnozstvi DNA detekce
do PCR [ul] produktu PCR

PK 1 (10 ng/pul) +++
NK 0 (voda) -
ST

1 . +++

Actimel

2 +++

3 Florian +

4 activ +

5 smetanovy jogurt ++

6 Jahtdka ++

ST = standard

NK = negativni kontrola — misto DNA matrice pouzita PCR voda
PK = pozitivni kontrola — purifikovana DNA Lactobacillus (10 ng/ul)

+++ detekce PCR produktu o silné intenzité
++ detekce PCR produktu stiedni intenzité
+ detekce PCR produktu slabé intenzité

- PCR produkt nebyl detekovan

v" DNA byla vyizolovana ze v§ech vzorki potravin

vV PCR byla u v8ech vyrobkii amplifikovana DNA rodu Lactobacillus

6.5.10 Selektivni izolace DNA z potravin pomoci nosi¢i (PGMA-NH,-STV)

Ze dvou mléénych vyrobkll (Actimel, smetanovy jogurt Jahudka) byla selektivné izolovana
DNA pomoci nosi&i se streptavidinem (PGMA-NH,-STV, MPG®Streptavidin) s navazanou
biotinylovanou sondou 5'bioR16-1 (kapitola 5.6.2). Izolace byla provedena jak z hrubych
lyzatd, tak i z DNA purifikované pomoci &astic Fkol 1350x. Castice byly po hybridizace 15x
promyty a 2x piepipetovany do nové Eppendorfovy zkumavky. DNA byla po vyizolovani 2x
zakoncentrovana — ¢astice byly eluovany do poloviéniho mnozstvi TE pufru, nez byl ptivodni
objem nosice. PCR smés byla pfipravena dle Tabulky 24. Specificita vazby byla testovana
pomoci nosic¢e bez navazané biotinylované sondy. Amplfikované produkty PCR (~ 250 bp)
byly detekovany gelovou elektroforézou na 1,8% agardézovém gelu dle kapitoly 5.10.2

(Obrazek 20).
Tabulka 24: Piiprava 25 pl PCR smési
PGMA-NH,-STV | MPG" Streptavidin
NK PK 1-5 6-8
PPP master mix [ul] 12,5 12,5 12,5 12,5
primer R16-1 (10 pmol/pl) [pl] 1 1 1 1
primer LbBLMAT1-rev (10 pmol/pl) [pul] | 1 1 1 1
DNA [ul] 0 | 1(10ng/ul) 5 5
PCR voda [pl] 9,5 9,5 5,5 5,5
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Obrazek 20: Agarozova gelova elektroforéza produktiic PCR (~ 250 bp) — selektivni izolace
DNA  zmlécnych vyrobkit pomoci nosicii se streptavidinem (PGMA-NH,-STV,
MPG® Streptavidin) s navdzanou biotinylovanou sondou 5 'bioR16-1

beh & | nosic nosic 5'bioR16 denaturovana DNA mn. DNA detekce
[ul] | 5 pmol/ul [ul] pouzita na hybridizaci do PCR [ul] | produktu PCR
NK 0 (voda) -
PK 1 (10 ng/pl) +
ST -
| Actimel purifikovana i
2 DNA
2 ;1 50 Actimel hruby lyzat -
3 Z 50 jogurt purifikovana DNA -
4 S jogurt hruby lyzat ]
5 2 0 DNA Lactobacillus 5 i
(10 ng/ul)
6 . Actimel purifikovana i
& 30 DNA
7 % 30 Actimel hruby lyzat -
2 % 0 DNA Lactobacillus i
(10 ng/ul)
+ PCR produkt byl detekovan

- PCR produkt nebyl detekovan

v" Selektivni izolace DNA z mlé¢nych vyrobki nebyla v PCR prokazana
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7 DISKUSE

7.1 Kultivace a kontrola ¢istoty bakterialni kultury

Bakterialni kmeny Lactobacillus casei ssp. casei CCM 7088T a Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CCDM 212/06 naockovany v tekutém MRS médiu [41] po 48 hodinéach kultivace
pii 37 °C se ve zkumavkach vytvoftil husty mléény zakal.

Cistota bakterialni kultury byla ovéfena kiizovym roztérem. Po 48 hodinach kultivace pii
37 °C na MRS agaru byla vizualné ovéfena Cistota kultury. Na Petriho miskach narostly bilé
neprithledné lesklé kolonie, pravidelného tvaru o stejné velikosti. Takyto vzhled kolonii je
popsan i v literatute [43] z ¢ehoz predpokladame, Ze bakteridlni kultura je Cista.

7.2 1Izolace DNA metodou fenolové extrakce

Metodou fenolové extrakce byla izolovana DNA z hrubych lyzati bunék testovanych kmeni
Lactobacillus casei ssp.casei CCM 7088T a Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM
212/06. Piitomnost a kvalita purifikované DNA byla ovéfena agarézovou gelovou
elektroforézou na 0,8 % agarézovam gelu [44]. DNA byla izolovana v dostate¢ném mnozstvi
pro PCR.

Koncentrace a Cistota byla stanovena spektrofotometricky. Vzorky byly prométfeny na
pfistroji NanoPhotometr™ Implen. Pomér absorbanci pfi vlnovych délkach 260 a 280 nm byl
vétsi nez 1,8 z ¢ehoz plyne, ze vzorky neobsahovaly proteiny [45].

7.3 Funkcionalizace nosice biotinylovanou sondou

Na funkcionalizaci nosi¢e PGMA-NH,-STV byly pouzity dvé biotinylované sondy 5 bioPeub
a 5'bioR16-1 o koncentraci 10 pmol/ul. Byly optimalizovany nasledujici podminky: vliv KCI
na navazani biotinylované sondy na nosi¢, fedéni nosice, fedéni sondy a specificita vazby.
Navazani biotinylované sondy na nosi¢ bylo prokazovano v PCR. Mnozstvi navazané sondy
bylo stanoveno spektrofotometricky. Byl testovan i komer¢ni nosi¢ Streptavidin-coated
immunomagnetic beads (SCIB).

¢ Vliv KCI na navazani biotinylované sondy na nosic¢

Byl testovan vliv 0,25 — 1 M KCl na navazani sondy na nosi¢. Biotinylovana sonda 5 bioPeub
o koncentraci 10 pmol/ul byla fedéna v poméru 1:1 rdzné koncentrovanou KCI (0,5 — 2 mol/l)
resp. PCR vodou. Takhle pfipravena sonda byla pouZzita na funkcionalizaci nosice. Produkt
PCR (~ 220 bp) o rizné intenzité¢ byl amplifikovan v PCR s primery P_eub a F_eub [42], kde
¢astice s navazanou biotinylovanou sondou byly pouzity misto primeru P_eub. Bylo zjisténo,
7e KCI ma vliv na navazani biotinylované sondy na streptavidin. Cim vyssi koncentrace KCI,
tim hufe se biotinylovana sonda vézala na streptavidinovy nosi¢. Z vysledkt dale vyplyva, ze
muzeme sondu 5’bioPeub (10 pom/pul) natedit 2x PCR vodou na koncentraci 5 pmol/ul a
detekce PCR produktu je o stejné intenzité jako u sondy o koncentraci 10 pmol/ul, z ¢ehoz
vyplyva, ze sonda je piidavana k nosicim v nadbytku.
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o Redéni nosice
Bylo testovano, zda je mozné na funkcionalizaci pouZzit nafedéné magnetické nosice. Nosice
PGMA-NH,-STV byly 2x, 4x, 6x, 8x a 10x nafedény 1x PBS. Takhle pfipravené nosice byly
pouzity pro funkcionalizaci biotinylovanou sondou 5’bioPeub. MnoZstvi sondy navazané na
2x az 10x zfedény nosi¢ nemélo velky vliv na intenzitu produkti PCR, z ¢ehoZ plyne, Ze na
¢asticich je dostate¢né mnozstvi streptavidinu.

e Redéni sondy
Bylo testovano, jaké minimalni mnozstvi sondy lze na funkcionalizaci pouzit. Sonda byla
fedéna PCR vodou na koncentraci 5; 2,5; 1 a 0,5 pmol/ul. Pomoci rodové specifickych
primera Lactobacillus R16-1 a LbLMAT1-rev [41], kde castice s navdzanou biotinylovanou
sondou byly pouzity misto primeru R16-1, byl amplifikovan specificky PCR produkt
(~ 250 bp) o rizné intenzité v zavislosti na koncentraci pouzité sondy, z cehoz plyne, ze na
funkconalizaci je tfeba pouzit sondu o koncentraci 5 pmol/pl.

e Specificita vazby
Pomoci c¢astic bez streptavidinu bylo testovdno, zda se biotinylovana sonda vaze na nosi¢
specificky, nebo zda dochazi k nespecifické vazbé. Pomoci primeri P_eub a F_eub [42], kde
¢astice s navazanou biotinylovanou sondou byly pouzity misto primeru P_eub, nedoslo v PCR
k amplifikaci produktu (~ 220 bp), z ¢ehoz plyne, Ze sonda se na nosi¢ vaze specificky.

e Spektrofotometrické stanoveni mnoZstvi navazané sondy
Mnozstvi sondy navazané na nosi¢ bylo stanoveno spektrofotometricky z rozdilu koncentraci
pted a po funkcionalizaci nosice biotinylovanou sondou. Vzorky byly prométeny na piistroji
NanoPhotometr™ Implen [45]. Na funkcionalizaci bylo pouZito mnoZstvi sondy a noside
v poméru 1:1, o koncentraci sondy 5 pmol/ul (v PCR vod¢). Po funkcionalizaci nezbyla
v roztoku témét zadna sonda, z ¢ehoz plyne, Ze vétSina sondy se navazala na nosic.

e Nosic Streptavidin-coated immunomagnetic beads (SCIB)
Na funkcionalizaci byl testovan i komercni nosi¢ Streptavidin-coated immunomagnetic beads
(SCIB). Pomoci nosi¢e Streptavidin coated immunomagnetic beads nedoslo k detekci PCR
produktu ani pifi pouziti dvojndsobného mnozstvi sondy. Tento nosi¢ ma na sobé
pravdépodobné navazano velmi malé mnozstvi streptavidinu.

7.4 Citlivost PCR

V rodové specifické PCR Lactobacillus s primery R16-1 a LbLMAIl-rev [41] doslo
k amplifikaci specifického PCR produktu o velikosti 250 bp. Pouzitd DNA matrice byla
fedéna TE pufrem na koncentraci 10 ng/ul az 10 fg/ul. Citlivost PCR byla stanovena na

10 pg/ul.
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7.5 Hybridizace a izolace DNA pomoci funkcionalizovanych ¢astic

Hybridizace a selektivni izolace byla testovana pomoci dvou nosi¢li: PGMA-NH,-STV a
MPG" Streptavidin, na které byla navazana biotinylovana sonda (5 bioPeub, 5'bioR16-1).
Byly optimalizovany nasledujici podminky: promyvéani ¢astic s navdzanou sondou po
hybridizaci (3, 7, 12, 13 a 15 nasobné promyti), vice cykli v PCR, prodlouzeni casu
hybridizace, 2ndsobné zakoncentrovani vyeluované DNA. Jako kontrola specificity vazby
byly pouzity dané nosice bez navazané sondy.

Tuto metodu se nepodatilo zoptimalizovat. Bylo vSak zjiSténo, Ze vazba streptavidin-biotin
muze byt rorusena pusobenim teploty 60 °C po dobu 10 minut, coz bylo popsdno i
v odbornych c¢lancich [27].

7.6 Izolace DNA z potravin pomoci magnetickych ¢astic

e Izolace DNA z potravin pomoci ¢astic Fkol 135 ox

Ze ttech riznych mlécnych vyrobkil (Actimel, Florian activ a smetanovy jogurt Jahtidka) byly
piipraveny hrubé lyzaty bunék, ze kterych byla pomoci magnetickych castic Fkol 1350x
izolovana celkova DNA [46].

V PCR byla pomoci rodové specifickych primerd R16-1 a LbLMAIl-rev [41] testovana
pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus ve vybranych mléénych vyrobcich. Produkty PCR o
velikosti ~ 250 bp byly detekovany gelovou elektroforézou na 1,8 % agardézovém gelu
[44, 46]. Byla potvrzena pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus ve vSech vyrobcich, coz
souhlasi s udaji deklarovanymi na obalu.

e Selektivni izolace DNA z potravin pomoci magnetickych ¢astic
Ze dvou mlécnych vyrobkil (Actimel, smetanovy jogurt Jahtidka) byla selektivné izolovana
DNA pomoci nosi¢i se streptavidinem (PGMA-NH,-STV, MPG"Streptavidin) s navazanou
biotinylovanou sondou 5°bioR16. Izolace byla provedena jak z hrubych lyzati, tak i z DNA
purifikované pomoci ¢astic Fkol 1350x [46].
DNA nebyla v PCR detekovana bud’ z diivodu, Ze se nenahybridizovala na Castice nebo se
nahybridizovala v malém mnozstvi nebo byla veskeré DNA mnohonisobnym promyvanim

vymyta.
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8 ZAVER

Pti studiu selektivni izolace bakterialni DNA s vyuzitim magnetickych ¢astic:

68

1.

Byl optimalizovan postup funkcionalizace nosi¢e PGMA-NH,-STV sondami
5’bioPeub a 5'bioR16-1.

Optiméalni postup funkcionalizace nosi¢e PGMA-NH,-STV biotinylovanymi sondami
5'bioPeub a 5'bioR16-1 je nésledujici:

e Za zasobniho roztoku nosi¢e PGMA-NH,-STV (v PBS) se odebralo 20 pl do sterilni
Eppendorfovy zkumavky

e Zkumavky se umistnily do separatoru a provedla se magnetickd separace (cca 30 s)
a odebral se supernatant

e Nosi¢e se promyly 200 pl 2 M KCI, na magnetickém separatoru se nosice
odseparovaly a odebral se supernatant

e Knosicim se pfidalo 20 pl biotinylované sondy 5’bioPeub (5'bioR16-1) o
koncentraci 5 pmol/ul (v PCR vod¢)

e Smés se inkubovala po dobu 10 minut pfi laboratorni teplot¢ za stalého
promichdvani, nasledné se nosice odseparovaly a odebral se supernatant

e Nosice s navazanou biotinylovanou sondou se promyly 200 ul 2 M NaCl, provedla
se magneticka separace a odebral se supernatant, tento krok se zopakoval jesté
jedenkrat

e Nosi¢e se promyly 200 pl TE pufru, odseparovaly na magnetickém separatoru a
odebral se supernatant

e Promyté ¢astice s navazanou sondou se rozsuspendovali ve 20 pl TE pufru

Lze pouzit i v jinych objemech, za ptedpokladu, Zze pomér nosi¢ : sonda musi byt 1:1,
kde koncentrace sondy bude 5 pmol/ul v PCR vodé

. Bylo ukdzéno, ze pomér nosi¢ : sonda musi byt 1:1 a koncentrace sondy minimalné

5 pmol/ul PCR vody

Bylo ukéazano, ze nespecifickd adsorbce DNA na nosi¢ PGMA-NH,-STV je vyrazné
v&t§i neZ na komeréni nosi¢ MPG®™ Straptavidin

Nosi¢ MPG® Straptavidin lze funkcionalizovat biotinylovanymi sondami za stejnych
podminek jako nosi¢ PGMA-NH,-STV. Tento nosi¢ lze pouZit pro izolaci DNA.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

bp par bazi (base pair)

CFU kolonie tvofici jednotku (colony forming unit)
ClZ chloroform-izoamylalkohol
dATP 2’-deoxyadenin 5’ -trifosfat
dCTP 2’-deoxycytidin 5’-trifosfat
dGTP 2’-deoxyguanosin 5 -trifosfat
DNA deoxyribonukleova kyselina
dsDNA dvoutetézcova DNA

dTTP 2’-deoxythymidin 5’-trifosfat
EtBr ethidum bromid

K* kontrola bez sondy

MPG z angl. Magnetic Porous Glass
NK negativni kontrola

PCR polymerazova fetézova reakce
PEG polyetylen glykol

PGMA polyglycidyl metacrylate

PK pozitivni kontrola

RNA ribonukleova kyelina

SDS dodecylsulfat sodny

ssDNA jednotétézcova DNA

ST standard

STV streptavidin

TBE Tris-borat-EDTA

TE Tris-EDTA
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