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Abstrakt

V diplomové praci byla studovana reverzibilni adsorpce nukleovych kyselina na
magnetickych mikrocasticich za riznych experimentdlnich podminek. Byly pouzity
magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA) a magnetické sklo. Cilem bylo ziskat kyselinu
deoxyribonukleovou (DNA) v kvalité¢ vhodné pro polymerazovou fetézovou reakci (PCR).

Pro navazani DNA na magnetické mikroc¢astice byla navozena kondenzace DNA, coz bylo
dosazeno pifidanim PEG a chloridu sodného do separa¢ni smési. Byly pouzity PEG rizné
molekulové hmotnosti a to 600, 6000 a 8000 a rtizna vysledna koncentrace PEG v separaéni
smesi (4, 8, 12, 16%). K ovéfeni podminek adsorpce DNA byly pouzity modelové systémy :
DNA z kuftecich erytrocytl a purifikovand DNA bakteridlniho kmene Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei CCDM 211/06. S rostouci molekulovou hmotnosti a vyslednou koncentraci
PEG vzristalo mnozstvi eluované DNA. Ziskané poznatky byly vyuzity pfi izolaci DNA z
hrubych lyzath bungk ¢isté bakterialni kultury Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM
211/06 a pii izolaci DNA zredlnych vzorkt (tekuté mlécné vyrobky, tvrdy syr). Pfitomnost
cilové DNA v eluatu byla ovéfena pomoci rodové (rod Lactobacillus) nebo druhové
specifické (druh Bifidobacterium longum) PCR.

Dale bylo pfi separaci DNA zrealnych vzorkil (tekutych mléénych vyrobkil) ovéfeno
pouziti dvoufazového vodného systému se souc¢asnou adsorpci kondenzované DNA na tuhé
magnetické Castice. Byly studovany podminky tvorby dvoufazového vodného systému, ktery
byl vytvoten 16% PEG o riizné molekulové hmotnosti (600, 6000 a 8000 g/mol) a siranem
amonnym o rdznych koncentracich. Nasledné bylo zjistovano, zda pouziti dvoufazového
systému s adsorpci kondenzované DNA na tuhé magnetické ¢astice ma vliv na citlivost
stanoveni cilové DNA bakterii mlé¢ného kvaseni v redlnych vzorcich (tj. zda byl eliminovan
vliv inhibitord PCR). Ptfedpoklad o zvyseni citlivosti PCR byl potvrzen.

Abstract

Reversible adsorption of nucleid acids on magnetic carriers was studied in this diploma
thesis. Magnetic P(HEMA-co-GMA) microspheres and magnetic glass particles were used.
The aim of the study was to isolate DNA in suitable quality for polymerase chain reaction
(PCR).

Adsorption of DNA on magnetic carriers was achieved after DNA condensation by PEG
and NaCl in separation mixture. PEGs of various molecular weight (600, 6000 and 8000
g/mol) and different concentrations of PEG in separation mixture (4, 8, 12, 16%) were used.
Quantity of eluted DNA incerased with molecular weight and concentration of PEG in
separation mixtures. Optimized experimental conditions were applied for the separation of
DNA from chicken erythrocytes, purified DNA, DNA in crude lysates of bacterial cells of
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCDM 211/06 and from real samples (liquid dairy
products, hard cheese). The presence of target DNA in eluates was tested using genus specific
PCR (genus Lactobacillus) or species specific PCR (species Bifidobacterium longum)

Aqueous two-phase system (liquid-liquid) was used for separation of DNA from real
symplex, too. At first the condiotions aqueous two-phase systém creation were studied. It was
created by 16% PEG of various molecular weight (600, 6000 and 8000 g/mol) and by various
concentration of ammonium sulphate. Reversible DNA adsorption on carboxyl group-
containing magnetic nonporous P(HEMA-co-EDMA) microspheres for the isolation PCR-
ready DNA from liquid dairy products containing PCR inhibitors was studied, too. The
quality of isolated DNA was checked by PCR amplification.The presumption on the
elimination of PCR inhibitors from DNA samples was confirmed.
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1 Uvod

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je velmi rozSifenou molekuldrné diagnostickou
metodou. Pti amplifikaci lze urCity fragment DNA pomnozit geometrickou fadou. Metoda je
velmi citlivd a pro jeji uspeSny prubch stac¢i velice nizké mnozstvi DNA (v tadech
fentogramy). S jeji citlivosti souvisi i znacna senzitivita vici latkam, které dokazi jeji prubch
inhibovat. Tyto latky se bézn¢ vyskytuji v realnych vzorcich, ze kterych je DNA izolovana.
Proto je nutné ziskat DNA v dostatecné Cistoté, aby mohla byt amplifikace urcitého fragmentu
DNA provedena Gspesné.

K tomuto ucelu Ize suspéchem pouzit reverzibilni imobilizace DNA na pevnou fazi
(magneticky nosi€), kdy za vhodnych podminek Ize ziskat DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR.
Pro navdzani DNA na hydrofilni magnetické mikroc¢astice je nutné navodit kondenzaci DNA.
K tomuto jevu dochazi v prostiedi poly(ethylenglykolu) a nizkomolekularni soli (chloridu
sodného).

Metoda magnetické separace se vyznacuje oproti standardnim metoddm (napf. fenolova
extrakce) snadnou manipulovatelnosti se vzorkem, casovou nenarocnosti a moznosti
automatizace. Nepracuje se s toxickymi latkami, jako jsou fenol a chloroform



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Nukleové kyseliny

Az do roku 1944 byl velmi maly pocet pracovnikil, ktefi ze zabyvali studiem nukleovych
kyselin. Védélo se, Ze existuji dvé nukleové kyseliny: deoxyribonukleovd (DNA) a
ribonukleova kyselina (RNA). Nebyly vSak objasnény obecné rysy jejich struktury a
pfevazoval ndzor, Ze nejsou nositeli genetick¢ informace. Pracovnici zabyvajici se touto
problematikou se domnivali, ze Ctyfi v ni se vyskytujici typy nukleotid jsou pfitomné ve
stejnych mnozstvich a Ze DNA ma repetitivni strukturu, podobné jako naptiklad glykogen.

Roku 1944 americky mikrobiolog Avery a jeho kolegové MacLeod a McCarty zjistili, Ze
dédi¢né vlastnosti bakterii Steptococcus pneumoniae lze specificky ménit ptidanim pecliveé
izolované DNA o vysoké molekulové hmotnosti. To se dalo povazovat za prvni skutecny
dikaz o genetické uloze nukleovych kyselin. Do této doby téméf vSichni védei domnivali, ze
geny jsou bilkoviny. [1]

2.1.1 DNA

Pii studiu chemické podstaty chromosomt bylo zjisténo, ze DNA je v eukaryotnich
bunikach umisténa téméi vylucné v jadie a vzdy v chromosomech.Do 50. let 20. stoleti byla
z hlediska struktury nukleovych zndma jen skuteCnost, ze se jednd o velmi dlouhou
makromolekulu; mira jeji komplexity vSak nebyla jasna. Prvnim zlomem v objasiiovani
struktury DNA byla teorie vychazejici z difrakce Sroubovicovych molekul publikovana v roce
1951. Jejim autorem byl Pauling, ktery se zajimal o strukturu o-Sroubovice. Tato teorie
usnadnila testovani mozné struktury DNA. Spravné feSeni nasli roku 1953 Crick a Watson
(Obrazek 1). Objev dvousroubovicové struktury DNA piinesl zasadni revoluci ve zplsobu,
jimZ mnozi genetikové analyzovali své tidaje.

b)

a).. o Sk
Obraze l:  Schéma  dvousroubovicové = DNA. (a) Schéma  usporadani
dvou polynukleotidovych fetézci v dvousroubovici s oznaCenim jejich konci. (b) Model
vyseku struktury B formy DNA. [2]

Zjisténim Watsona a Cricka bylo, Ze se DNA sestava ze dvou komplementarnich, do sebe
svinutych vldken. VIdkna jsou drzeny pohromadé vodikovymi vazbami mezi pary
purinovych a pyrimidinovych bazi. Pary bazi se nachazeji ve stiedu molekuly DNA.
Nukleové baze maji plochou strukturu a jsou hydrofobni i kdyz obsahuji polarni skupiny
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C=0 a NH,. Pfitomnost komplementarnich part bazi v dvousroubovicové DNA umoziiuje
existenci pravidelné struktury, protoze vSechny pary bazi maji stejnou velikost. Primér
Sroubovice je asi 2 nm a fetézec vytvaii kazdych 3,4 nm jeden zavit. Kazdy fetézec je
polynukleotidem, v némz je cukernd slozka kazdého nukleotidu pfipojena fosfatovou
skupinou k nukleotidu sousednimu. [1] V kazdém zavitu Sroubovice se nachazi 10 nukleotidi.
Nukleotidy obsahuji zbytek deoxyribosy, fosfatovou skupinu a purinovou nebo
pyrimidinovou bazi. Pyrimidiny jsou thymin (T), cytosin (C) a puriny adenin (A) a guanin
(G) (Obrazek 2). [2]

CUKERNA SLOZKA

=
HOHC o OH HOH2C o OH
S H H? H H
3 2
H H H H
OH OH OH H
B /A-D-ribosa 2'deoxy-A-D-ribosa
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|
2 a4
O//I\N DAN O)\N
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Obrazek 2: Struktura souc¢asti nejdilezitéjsich nukleotidt. [2]

Adenin se vzdy paruje s thyminem a guanin s cytosinem. Tato pravidla parovani jsou velmi
ptisna a jejich disledkem je skutecnost, Ze mezi sekvencemi bazi u dvou do sebe zavinutych
fetézcl existuje komplementarita. [2]

Na rozdil od pomért A/T a G/C, které musi byt vzdy rovny 1, aby bylo splnéno pravidlo
0 parovani, existuji velké rozdily v poméru obsaht (A + T)/(G + C) u molekul DNA rtizného
ptuvodu. Vyssi rostliny a Zivocichové maji ve své DNA vice A+T neZ G+C, zatimco u virt,
bakterii a nizSich rostlin existuje v tomto ohledu vétsi variabilita a vyskytuji se zde druhy
bohat¢ na A+T i na G+C. Tyto rozdily vSak nejsou c¢ist¢ ndhodné a poméry bazi u
taxonomicky ptibuznych organismi jsou velmi podobné. Divod Sirokého rozptylu poméra
bazi doposud neni znam. [1]

Molekuly s vysokym obsahem G+C jsou mnohem odolnéjsi vici ucinkiim zvysené teploty
(pary bazi udrzuji totiz 3 vodikové mustky) nez molekuly bohaté na A+T (2 vodikové
mustky). Kdyz se dvousroubovicové molekuly DNA zahtivaji na vyssi teplotu nez 94 °C,
vlakna se od sebe oddéluji a dochazi k denaturaci DNA. Pomalym ochlazovanim lze DNA
denaturovat. [1]

Z komplementarniho péarovani bazi lze vyvodit, Ze jedno vladkno slouzi jako specificka
struktura (templat), na které se syntetizuje druhé vldkno. Na zdkladé¢ uvedeného modelu
struktury DNA byl navrzen mechanismus replikace DNA (viz. Kapitola 2.7.1.1).
2.1.1.1 Replikace DNA

Watsoniv a Crickiv semikonzervativni model piedpoklada, Zze pfi replikaci
dvousroubovice bude mit kazd4 z dcefinych molekul jeden stary fetézec ziskany z matetské
molekuly a jeden fetézec, ktery je vytvofeny nové. Replikace DNA (viz. Obrazek 3) zahrnuje
oddélovani vlaken a tvorbu komplementarnich molekul na kazdém jednotlivém volném
vldknu. Vodikové mistky jsou pomérmé slabé (primérna energie je asi 17 kJ.mol™"). K jejich
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vytvoieni €i pferuseni neni zapotiebi Zzadnych enzymi. Molekula DNA je velmi tenka (2 nm)
a rotace kolem jeji osy nevyzaduje témét Zadnou energii. [1]

Enzymem, ktery katalyzuje syntézu nového fetézce je DNA-polymerasa. Replikace
molekuly DNA (iniciace replikace) zacind na specifickych mistech nazyvanych pocatek
replikace (primery, ocka). Jde o tsek DNA se specifickou sekvenci nukleotidl. Bakteridlni
chromosom, ktery je kruhovy, ma je jeden pocatek. Enzymy, které spousti replikaci, tuto
sekvenci rozpoznaji. Pfipoji se k DNA, rozd¢€li oba fetézce a oteviou replikacni oko, které ma
obou koncich tvar replikacni vidlice. Replikace DNA pak probihd v obou smérech, dokud
neni cela molekula zkopirovana. Enzym, ktery rozviji DNA v replika¢ni vidlici, se nazyva
helikasa. SSB-proteiny se pak sefadi podél oddélenych DNA fetézcl a udrzuji je od sebe,
dokud slouzi jako templaty pro syntézu nového fetézce. [3]

Rychlost syntézy nového fetézce (elongace) je u bakterii asi 500 nukleotidi za sekundu a
vice; u Cloveéka 50 nukleotidi za sekundu. Zdrojem energie pro polymeraci nukleotida jsou
nukleosidtrifosfaty. DNA-polymerasa katalyzuje pfipojovani nukleotidi ke 3’-konci jiz
existujiciho fetézce. Novy DNA fetézec se tedy muze prodluzovat jen ve sméru 5'— 3.
Takto vznikajici fetézec miize byt syntetizovan nepretrzité. Tento fetézec je nazyvan vedouci.
K jeho syntéze vyzaduje DNA-polymerasa jeden primer, ktery vytvoii enzym primasa. Primer
je tvoten kratkym tsekem RNA (u eukaryot je dlouhy asi 10 nukleotidl). Pozd¢ji dalsi DNA-
polymerasa zaméni RNA-nukleotidy za jejich DNA verzi.

Druhy fetézec je vytvaren diskontinudlné. Je vytvafen jako fada fragmentl, které se
nazyvaji Okazakiho fragmenty (u eukaryot jsou fragmenty dlouhé asi 100 — 200 nukleotid).
Zde je nutné, aby kazdy nov¢ vznikajici fragment mél svlij primer, coz tidi vySe uvedeny
enzym primasa. Jednotlivé fragmenty jsou pak spojeny DNA-ligasou za vzniku jediného
fetézce. Druha polovina se syntetizuje jako opozd’ujici fetézec. Replikace totiz nezac¢ina hned
v zacatku vidlice (Obrazek 3). [3] Bylo zjisténo, ze replikace zaCina uvniti molekuly, a to
v mist¢ vzdaleném asi 17% od jejiho leveho konce. [1]
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Obrazek 3: Replikace dvousroubovicové DNA.
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DNA-polymerasa se tedy pohybuje po templatu DNA ve sméru nové vznikajiciho fetézce.
Béhem replikace dochazi chybam, které jsou ale opravovany. Béhem replikace kontroluje
sama DNA-polymerasa polohu kazdého nukleotidu vuci templatu, jakmile je pfipojen
k rostoucimu fetézci. Nékdy se chybné parovani projevi az po replikaci, ale i v tomto
okamziku ma bunka kreparaci enzym nukleasu, ktery chybnou c¢ast odstrani a DNA-
polymerasa a ligasa prazdné misto vyplni.

BéZny replikacni proces neumozituje dokoncit 5’-konce linearnich dcefinych DNA fetézct,
ktery vznikd po enzymatickém odstranéni primeru. V dasledku toho vznikaji pti opakované
replikaci stale kratsi a krat$i molekuly DNA. Prokaryoticka buiika se tomuto vyhnula tim, ze
jejich molekula DNA je kruhovd, a tak vlastné nemé konec. Eukaryotické choromosomalni
molekuly DNA maji na svych koncich specifické sekvence nukleotidi nazyvané telomery. Ty
nenesou geny, misto toho je jejich DNA tvofena cetnymi repeticemi jedné kratké
nukleotidové sekvence. Pocet repetic na telomerickych koncich se pohybuje okolo 100 az
1 000. Z dlouhodobého hlediska potiebuji eukaryotické organismy v pritbé¢hu generaci zptisob
obnovy svych zkracenych telomer. To umoziuje enzym telomerasa. Jedna se o enzym, ktery
katalyzuje prodlouzeni telomer a je slozen zkratké molekuly RNA a proteinu, RNA
obsahuje nukleotidovou sekvenci, ktera slouzi jako templat pro nové telomerické iseky na 3’-
konci telomery. Je vSak ale zajimavé, Ze telomerasa se nevyskytuje ve vSech bunkéch
mnohobunéénych organismil, véetné ¢loveka, které byly kultivovany in vitro. DNA délicich
se somatickych bunék ma sklon byt kratsi u starSich jedinct a bun€k v kulturach, které se
mnohokrat rozdélily. Je tedy mozné, ze telomery piedstavuji limitujici faktor pro Zivotnost
urcitych tkani a dokonce i organismu jako celku. [3]

Studovanim replikace u E. coli bylo zjisténo, Ze se tohoto déje ucastni 3 druhy DNA-
polymerasy (I, II, IITI). DNA- polymerasa I spojuje deoxynukleosidtrifosfaty na matricich
DNA, dale ma schopnost po syntéze fetézce DNA tento fetézec zkontrolovat a opravit své
chyby (tak vlastné plsobi jako 3’-5'exonukleasa), také ma ale i1 5°-3 nukleasovou aktivitu,
ktera ve spojeni s polymerasovou aktivitou mize vytésiiovat mezeru v DNA. Bylo zjiSténo, ze
DNA-polymeras I ma 3’-5" polymerasovou, 3°-5" exonukleasovou aktivitu. DNA-
polymerasa III ma 3’-5" polymerasovou, 3’-5" (plni ulohu primarniho editoru pii replikaci
DNA) a 5’-3’exonukleasovou aktivitu (vztahuje se pouze na jednovlaknovou DNA). Neni
schopna replikovat jednovlaknovou DNA opatienou primerem nebo pieruSenou
dvousroubovici DNA. In vitro plsobi Pol III v mezerdch jediného vlakna menSiho nez
100 nukleotidii, coz piipomina stav DNA v replika¢ni vidlici. [4]

2.2 Charakteristika bakterii mlééného kvaseni

Skupina bakterii mlééného kvaseni zahrnuje grampozitivni, katalasa negativni,
nesporulujici ty€inky, koky az kokotyCinky, které zpracovéavaji cukry fermentativné.
Homofermetativni druhy bakterii mlé¢ného kvaSeni vytvareji kyselinu mlécnou jako hlavni a
jediny produkt metabolismu, na rozdil od druhii heterofermentativnich, které v pribéhu
metabolismu produkuji vedle kyseliny mlécné 1 jiné latky. [5, 6]

Skupina bakterii mlé¢ného kvaseni pivodné zahrnovala rody Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus a Streptococcus. Na zaklad¢ nedavnych vysledkli taxonomickych studii, které
byly provadény pomoci molekuldrné biologickych metod, byly do této skupiny pietazeny
dalsi rody a to Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium,  Enterococcus,
Lactococcus,Oenococcus, Tetragenococcus a Vagococcus. [7] Fylogeneticky se bakterie
mlécného kvaSeni fadi do klostridialni vyvojové vétve grampozitivnich bakterii. Jejich DNA
obsahuje méné nez 55% G+C. [6]
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Nekteti autofi do skupiny bakterii mlééného kvaseni fadi i rod Bifidobacterium, ackoliv je
tento rod fylogeneticky odlisny. Obsahuje vice nez 55% G+C v DNA, a proto je fazen do
fylogenetické vétve Aktinomycet. K bakteriim mlééného kvaSeni je fazen na zakladé
produkce kyseliny mlécné. [6, 7]

2.2.1 Charakteristika rodu Lactobacillus

Druhy rodu Lactobacillus ptedstavuji  jeden z nejdiilezitéjSich taxont v potravinaiské
mikrobiologii s vyznamnou ulohou v lidské vyzivé. Vyznamné jsou také probiotické
vlastnosti vykazované nékterymi kmeny. Rod Lactobacillus patii mezi Gram-positivni,
nesporulujici mikroorganismy. Co se ty¢e bunécného tvaru, mohou se vyskytovat ve tvaru jak
tycek, tak kokobacill. Bud’ se nachédzeji samostatné¢ nebo tvofi fetizky; vétSinou jsou ale
nepohyblivé. [8] Rod Lactobacillus je pomérné heterogenni skupinou bakterii, protoze
v DNA jsou velké rozdily v obsahu cytosinu a guaninu (32 — 53 %). [7] Jsou striktné
fermentujici, mikroaerofilni, chemoorganotrofni a vyzaduji bohatd riistovd média. Jsou
katalaza negativni, i kdyZ u ne¢kterych kmenii mtize byt pfitomna pseudokatalazova aktivita.
Fermentace muze probihat homofermentativng, kdy je hlavnim produktem kyselina mlé¢na,
ale také heterofermentativné, kdy se spolu s kyselinou mléénou tvofi i jiné produkty (COs,
ethanol, kyselina octova, mravenci, atd.). [5, 6] Teplota optimalni pro rtst se nachazi ve velmi
Sirokém rozmezi 1 - 50 °C. U bakterii, jenZ jsou vyuZzivany prumyslové pro fermentaci
potravin, je optimum pro rist v rozmezi 25 - 40 °C. Nékteré druhy se ucastni i spontannich
fermentaci a teplotni optimum maji 10 — 25 °C. [8] Pro vétSinu zastupctl je optimalni teplota
kolem 37 °C a pH 6; jakmile klesne hodnota pH pod 4, riist vétSiny laktobacilli se zastavuje.
Bakterie rodu Lactobacillus jsou acidotolerantni. [9] Produkty fermentace snizuji pH
prostfedi na hodnoty 3,5 — 5 [8], coz potlacuje rast patogennich bakterii.
2.2.1.1 Rozdéleni rodu Lactobacillus z hlediska jejich metabolismu

Bakterie rodu Lactobacillus jsou schopné utilizovat laktosu, sacharosu, fruktosu, glukosu,
galaktosu a nékteré druhy mohou fermentovat i pentosy. [8] Rod je rozd€len na zaklade
fermentace do 3 skupin (Tabulka 1).

Tabulka 1: Rozdé€leni rodu Lactobacillus na zakladé typu fermentace [8]

Skupina 1 2 3

Obligatné Fakultativné
[Fermentace |Jhomofermentativni heterofermentativni Obligatné heterofermentativni
Konecny kyselina mléénd  nebo
produkt kyselina octova a mravenci,kyselina mlé¢na, ethanol, oxid
fermentace |kyselina mlé¢na ethanol, oxid uhligity uhliCity, kyselina octova
Fermentace
pentos - + +

L. casei subsp. delbrueckii

L. delbueckii subsp.|(rhamnosus,

delbrueckii (bulgaricus,pseudoplantarum), L.L. fermentum, L. divergens, L.

lactis), L. leichmannii,plantarum, L. curvatus, L.kefir, L. confusus, L. brevis, L.
Zastupci L.acidophilus, helveticus  [sake sanfrancisco, L. reuteri

e Zastupci skupiny 1 — maji aldolasu, nemaji fosfoketolasu, a proto nejsou schopny
vyuzivat pentosy. [10]

e Zastupci skupiny 2 — produkuji plyn pfi metabolismu glukonatu a neprodukuji plyn pii
metabolismu glukosy. [6]

e Zastupci skupiny 3 — zkvasuji hexosu ptes pentosovy cyklus. Jejich charakteristickou
vlastnosti je produkce plynu pii metabolismu glukosy.
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V diive publikovanych pracich o taxonomii mlécnych bakterii bylo stanoveni typu
fermentace vyuzivano pro identifikace bakterii. V soucasné dobé se ukazuje, ze typ
fermentace neni pro identifikaéni ucely vhodny_a piednost je davana molekularné
biologickym metodam.
2.2.1.2 Vyznam a vyuZiti rodu Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus se bézné vyskytuji na rostlinach, zelening, obili, v Cerstvém i
zpracovaném mléce, v Cerstvych a fermentovanych masnych vyrobcich, v zazivacim traktu
lidi, zvitat a ptaki a v jejich vykalech. Nékteré druhy bakterii mlécného kvaSeni jsou velmi
vyznamné pii vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobki (napft. jogurty, podmasli), masnych
vyrobkil (napt. salamy, parky) a dalSich potravin (napt. nakladanéd zelenina) a v neposledni
fad¢€ pro vyrobu probiotik. [5]

V soucasné dobé jsou k identifikaci bakterii rodu Lactobacillus (stejné jako vétSiny
ostatnich bakterii) pouzivaji molekuldrn¢ biologické metody. PredevSim polymerazova
fetézova reakce a postupy na ni zalozené, restrikéni analyza a DNA/DNA hybridizace. Pti
PCR se vyuziva znalosti ¢astecné nebo kompletni sekvence 16S rRNA genu nebo jinych
specifickych gent. Jednoznacnou identifika¢ni metodou je DNA-DNA hybridizace a postupy
na ni zaloZené.

2.2.2 Charakteristika rodu Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou morfologicky podobné s né¢kterymi druhy laktobacilt, diive také byly
k laktobaciliim fazeny. Jedna se o nepohyblivé ty¢inky proménlivého tvaru a velikosti, které
se vyskytuji samostatné nebo v rtizn¢ dlouhych fetizcich. [8] Nejcastéji formou jsou kratké
zakiivené tyCinky s kyjovitym koncem nebo ve tvaru Y. Podle tohoto tvaru byl rod
pojmenovan, protoze bifido znamena rozdéleny do dvou ¢asti. [9]

Jsou to anaerobni bakterie, ackoliv nékteré druhy mohou tolerovat nizké koncentrace
kysliku. Optimalni riistova teplota je 37-41 °C. [8] Nerostou pfi teploté¢ pod 20 °C a pii teploté
nad 45 °C. Jsou acidotolerantni, optimalni pH pro rast je 6,5-7. [12] Obvykle nerostou nad
pH 8 a pod pH 4. [8]

Fermentuji glukosu za tvorby kyseliny mlécné a kyseliny octové v poméru 2:3, neprodukuji
CO,. Déle mohou fermentovat laktosu, galaktosu a nékteré pentosy. [8] Klicovym enzymem
v jejich metabolismu je fruktosa-6-fosfat fosfoketolasa, ktera Stépi fruktosa-6-fosfat na
erytrosa-4-fosfat a acetylfosfat. [12] Pfitomnost fruktosa-6-fosfat ketolasy je jednim
z hlavnich identifika¢nich znakt bifidobakterii.
2.2.2.1 Vyznam a vyuZiti rodu Bifidobacterium

Intestinalni trakt lidi a zvifat je hlavni ekologickd nika, ve které se zdstupci rodu
Bifidobacterium vyskytuji: Déle jsou soucasti vaginalni mikrofléry Clovéka, vyskytuji se
v duting Ustni, ve stfevech vcel a jiného hmyzu a v odpadnich vodach.

Tento rod je dominantni ve stfevnim traktu déti (hlavné kojenych — rlst je stimulovan
slozkami kaseinu, ktery je pfitomny v matefském mléce) a novorozencl, kde pisobi
projektivné proti sttevnim patogeniim a stimuluje imunitu. [6] Nejvice zastoupenymi druhy
bifidobakterii v zazivacim traktu dospélych lidi jsou B. adolescentis, B. catenulatum, u déti B.
infantis a B. breve. [18] Déle jsou v zazivacim traktu ptitomny druhy B. angulatum, B.
longum a B. pseudocatenulatum. [24] Bifidobakterie maji antagonisticky ucinek proti riznym
sttevnim patogennim mikroorganismim véetné¢ Campylobacter jejuni, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Shigella dysenterie, Yersenia enterocolitica. Mechanismu eliminace
patogennich mikroorganismit je zaloZzen na snizeni pH. Bifidobakterie produkuji jako
extracelularni produkty velké mnozstvi kyselin, a tim je pH snizovano vngj$iho prostiedi. [12]

Jako probiotika jsou pouzivany hlavné B. longum, bifidum a infantis, které jsou pridavany
do mlé¢nych vyrobkl a probiotickych ptipravki. [6]
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2.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova fetézova reakce byla vyvinuta Kary Mullisem a jeho spolupracovniky ze
spolecnosti Cetus Corporation v Emeryville v Kalifornii. Prvni ¢lanek o PCR byl publikovan
autory v roce 1986. V roce 1993 byla za tento objev ud¢élena Nobelova cena. [21]
2.3.1.1 Princip PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) umoziuje amplifikovat pozadovanou a specifickou
sekvenci genomové DNA bez jejiho ptfedchoziho klonovani ve vektorech a pomnozeni
v bunikach (jedna se o klonovani in vitro). K vybranym usekiim komplementarnich vladken
denaturované DNA se hybridizuji kratké syntetické oligonukleotidy s definovanou sekvenci
bazi (primery), od nichZ probiha syntéza nového fetézce DNA. Syntéza je katalyzovana
termostabilni DNA dependentni DNA-polymerasou. V reakénim prostfedi (pufru) jsou
pritomny deoxyribonukleotidy, které ptredstavuji stavebni kameny pro nové syntetizovanou
DNA.

PCR je proces, pfi némz se v zavislosti na teploté reakéni smési pravideln¢ stiidaji tii
kroky, béhem nichz probihaji tfi odlisné déje s odlisSnymi naroky na teplotu:

e denaturace dvoutetézcovych molekul DNA (94 °C),
e pfipojeni primerti k oddélenym fetézcim DNA (30-65 °C),
e syntéza novych fetézci DNA prostifednictvim DNA-polymerasy (65-75 °C). [14]

Postupnym opakovanim tohoto procesu se exponencidlné (2"; n = pocet cykll) syntetizuje
az miliarda kopii vybraného tseku DNA. Piesné hodnoty teploty a doby trvani jednotlivych
krok je tfeba optimalizovat.

Ptesnost a uspésnost PCR pii amplifikaci urcitého genu nebo Césti sekvence genomové
DNA je zavisla na peclivém navrhu obou primerd. Pro névrh specifickych primert je
nezbytna znalost nukleotidové sekvence amplifikovaného genu. Déle je nutné pfi navrhu
primert pro standardni PCR brat v tivahu nékolik dalSich dalezitych pravidel, mezi ktera
patfi:
délka je zpravidla 18 — 25 nukleotida,
obsah G+C 40% az 60%,
rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary,
teplota Ty, primert alespon 50 °C,
podobna teplota Ty, u obou primer,
specifi¢nost primerti — na matricové DNA nesmi byt nespecifickd vazebna mista,
absence komplementarnich sekvenci v primerech, které by mohly vést k tvorbé
duplexi,

e absence vnitinich sekundérnich struktur (vlasenek), které by mohly snizovat citlivost
PCR,

e zafazeni 1 az 2 zbytkii G nebo C na 3’-konci primeril pro zajiSténi pfesné vazby na
templat. [14]

Pro navrh primerti v analyzovanych oblastech sekvence DNA existuje fada pocitacovych
program, kterd zohlediuji vySe zminéna pravidla. K syntéze DNA se pouzivaji termostabilni
DNA-polymerasy izolované z termofilnich mikroorganismt (napi. 7ag DNA-polymerasa
z Thermus aquaticus), které jsou stabilni pii teplotach, pii kterych dochazi k denaturaci DNA.
To umoZziiuje, aby syntéza DNA probihala opakované formou cykli. [14]

Buiika méa schopnost chybné zaclenéné baze odstrafiovat opravnymi mechanismy, avSak
Taqg DNA-polymerasam 3’-5’exonukleasova aktivita chybi a inkorporace nespravné baze
zpravidla vede k terminaci fetézce a souCasné¢ i1 syntézy DNA. V souCasné¢ dobé byly
zavedeny do praktického pouziti termostabilni DNA-polymerasy disponujici 3’'-
exonukleasovou aktivitou, které byly izolovany zriznych druhli pyrokokd, napt. DNA-
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polymerasa Pfu z Pyrococcus furiosus nebo DNA-polymerasa Pwo z Pyrococcus woesei.
Frekvence chyb je u téchto polymeras 2-6krat niz§i neZ u Tag DNA-polymerasy. Jejich bézné
pouziti je ale obtizné, protoze jejich 3’-exonukleasova aktivita Casto zpisobuje degradaci
jednotetézcovych primerdt. DNA polymerasy s 3’-exonukleasovou aktivitou vSak naSly
usp&$né uplatnéni v kombinaci s Tag DNA-polymerasou v modifikacich PCR urcené pro
amplifikaci dlouhych Gsektt DNA. [14]

Pro ziskani pozadovaného produktu je dulezitd koncentrace jednotlivych slozek reakéni
smési. Kromé Tag DNA-polymerasy a primerii obsahuje reakéni smés jako kofaktor Mg”"
ionty, které tvofi rozpustny komplex s jednotlivymi 2’-deoxyribonukleosid-5-trifosfaty
(ANTP) rozpoznavany DNA-polymerasou. JelikoZ ionty Mg intereaguji nejen s ANTP, ale i
s primery, templatovou DNA, EDTA je tifeba ve vétsin€ piipadl stanovit pro kazdou aplikaci
optimalni koncentraci iontit Mg®" empiricky. Pfili§ vysoka koncentrace nékteré ze slozek
reakce miize vést k chybam a vzniku nespecifickych produkti. [14]

Optimalni pocet cykll je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA a zpravidla se
pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cyklt. Pfili§ vysoky pocet cykld vyznamné zvySuje mnozstvi
vznikajicich nespecifickych produkti PCR. Pro PCR je dilezitd uplna pocateni denaturace
templatu a obvykle k tomuto Gc€elu postacuje zahtati smési na 94-97 °C po dobu 2-5 min.
V ptipadé, Ze dojde pouze k ¢astecné denaturaci, molekuly DNA velice rychle renaturuji, coz
vede k nespecifickému parovani primeri (,,self-priming™) a faleSnym vysledkiim. Protoze
Tag DNA-polymerasa ma pii 95 °C polocas stability 40 min, voli se pro naslednou denaturaci
ampliont béhem reakce doba do 60 s. Podminky pro hybridizaci primerid zavisi na zastoupeni
bazi, délce oligonukleotidi a hodnoté Ty, produktu. Teplota T, se obvykle pohybuje v rozmezi
55-68 °C po dobu 30-60 s. Syntéza DNA probiha zpravidla pti 68-72°C po dobu 1 — 2 minut.
Taq DNA-polymerasa pii této teploté syntetizuje DNA rychlosti cca 60 bazi/s. [14]

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — useky DNA definované délky o velikosti
obvykle sto az tisic pard bazi (bp), jejichz ptfitomnost se vreakéni smési prokazuje
elektroforézou v agarosovém nebo polyakrylamidové gelu nebo kvantitativnim méfenim
mnozstvi produktu v realném case (PCR v realném case). [14]

PCR je pln¢ automatizovany proces, ktery vyuziva termostabilni DNA-polymerasu. AvSak 1
termostabilni DNA-polymerasa katalyzuje prodluZzovani primert pii laboratorni teploté, coz
muze byt pfic¢inou chyb a vzniku nespecifickych produktii, zejména pii nizkych koncentracich
templatové DNA. Tag DNA-polymerasa pftilezitostné zatfazuje do nové syntetizovanych
fetézcli chybné (nekomplementarni) nukleotidy. Z analyzy sekvenci klonovanych PCR
produkti vyplyva, ze pro Tag DNA-polymerasu zaclefiuje chybné¢ 1 nukleotid na 4000 az
5000 bp. Frekvence téchto chyb in vitro je znacné zavisla na vyvazenosti jednotlivych slozek
reakce, zejména koncentraci volnym Mg”" iontil, zmé&nach pH reakéniho pufru a vyvazenosti
koncentrace cCtyfech dNTP. Bunka ma schopnost chybné zaclenéné baze odstranovat
opravnymi mechanismy. [14]

Reak¢éni podminky
PCR probiha v termocykleru, coz je zafizeni, které zajiStuje optimdlni podminky pro
provadéni PCR. U tohoto pfistroje lze naprogramovat pribéh celého procesu — pocet
pozadovanych cykla, teplotu jednotlivych krokti, dobu jejich trvani, apod. [16] Reakéni smés
byva obvykle pfipravovana v objemu od 25 do 100 pl. [17] Reakéni smés se sklada z téchto
komponent:
e DNA templat — slouzi jako matrice pro syntézu novych fetézcti DNA. Obsahuje cilova
mista pro primery a do PCR mitize byt pfiddvan v jedno nebo dvouretézcové formeé. Uzaviend
kruhovitd DNA, kterd slouzi jako templat, je amplifikovdna s trochu mensi G¢innosti nez
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linearni DNA. Obvykla mnoZstvi bakterialni a plazmidové DNA ptidavané do reakce jsou 10
ng, 1 nga 10 pg. [21]

e Oligonukteotidové primery — byvaji synteticky pfipravené a jsou komplementarni
k DNA templatu, ktery ma byt amplifikovan. [12] Teplota tani primerd byva v rozmezi 55—
80 °C. Pro jeji vypocet Ize vyuzit vzorec:

Tm (°C) =2 (pocet A+ T) + 4 (pocet G+ C) [16]

Primery by nemély byt mezi sebou komplemetarni, zejména ne na 3" konci, kde prekryti dvou
nebo tfi bazi mize zplsobit vznik dimeru primerti, zejména pii nadbytku primerd. Vyssi
koncentrace miize zpisobit chybné nasedani primert a tvorbu nespecifickych PCR produkti.
Naopak nizka koncentrace primerd mize byt pti¢inou malého vytézku PCR produktu. [19]

e DNA-polymerasa — syntetizuje novou DNA ve sméru 5° — 3° podle sekvence
nukleotidli v komplementarnim fetézci DNA od mista navazani primeru az po jeho konec.
[12] Doporucena koncentrace DNA-polymerasy (specificka aktivita 20 U/pmol) je 1 az 2,5
nasobek na jednu 100 pl reakci. V jednotlivych pfipadech je vhodné vyzkouset SirSi Skalu
koncentraci (0,5 — 5 / 100 pl). Prfili§ nizkd koncentrace zpusobuje nedostateCnou tvorbu
fragmentu. [12]

e 3’- deoxynukleosid-5'- trifosfaty — (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) — stavebni kameny
pro syntézu nové DNA. Optimalni koncentrace je 200 pumol/l, toleran¢ni rozpéti je 20 —
400 pmol/l. [20] Vysoké koncentrace ANTP (od 4 mmol/l a vySe) plisobi inhibi¢né, protoze
vyvazuji Mg*". [21] Nizké koncentrace mohou zptisobit nizky vyt&zek PCR produktu.

e Mg™ jonty — tyto volné kationty jsou nezbytné pro aktivitu DNA-polymerasy.
Koncentrace Mg®" musi byt optimalizovana pro kazdou kombinaci primerti a templatd
(mnozstvi Mg®" zavisi i na pouzité metodé izolace DNA). Obvykle se pouziva 1,5 mmol/l
Mg®". Toleranéni rozp&ti je 0,5 — 8 mmol/l, vys§i koncentrace iontii snizuje specifitu. U
primerti bohatych na G a C baze je ale pouZiti vyssi koncentrace vhodnéjsi. Nizka
koncentrace mlize vést k inaktivaci polymerasy. [20, 21]

e PCR pufr — vytvaii optimalni prostfedi pro DNA polymerasu. Standardni reakéni pufr
obsahuje 10 mmol/l Tris-HCI (pH 8,3 — 8,8), 50 mmol/l KCI, 1,5 mmol/ MgCl,. Pfipadné
muze jesSté obsahovat acetamid, albumin, Zelatinu nebo Tween — 20. [20, 21]

e PCR voda — pouziva se na doplnéni PCR smési na pozadovany objem. Nejvhodnéjsi
je voda o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4.

2.4 Elektroforéza

Jedna se o separac¢ni metodu, ktera je zalozena na migraci iontli, molekul, makromolekul
nebo koloidnich ¢astic v elektrickém poli. Déleni muze probihat bud’ volné v roztoku (pufru)
nebo ve vhodném nosic¢i.Rychlost pohybu resp. draha, kterou za urcity ¢as molekula urazi, je
pfimo umérnd intenzit¢ vlozeného elektrické pole resp. jeho potencidlovému spadu a
celkovému ndboji molekuly. Pti elektroforéze vnosi¢i je vyrazné¢ potlacena ruSiva
konvekce, difize je béhem elektroforézy omezena a po jejim skonceni prakticky vyloucena.
Jak nosice se pouzivaji rizné materialy (papir, acetat celulosy, silikagel, Skrob, agarosa).

Pii déleni se pak kromé& elektrostatickych sil uplatiiuje 1 sitovy efekt, takze mohou byt
rozdéleny i latky se stejnym efektivnim nabojem, ale rtznou velikosti molekuly resp.
molekulovou hmotnosti. Gely se prakticky ptipravuji in situ v elektroforetickych komorach.
[27]

V nasem pfipadé byla gelova elektroforéza pouzita ke kontrole intaktnosti izolované DNA a
k detekci PCR produkti (amplikon).
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2.5 Ultrafialova absorp¢ni spektrometrie

Pii této metod¢ je sledovdna absorpce zéieni v blizké ultrafialové oblasti (UV, 200-380
nm). Obsahem energie odpovida toto zafeni prechodiim mezi hladinami valen¢nich elektrona
v molekule, obvykle mezi vazebnymi, nevazebnymi a protivazebnymi orbitaly

V nasem ptipadé byla pomoci metody UV spektrometrie stanovena koncentrace izolované
DNA. Vychazelo se z Lambert-Beerova zékona:

1
A=¢-c-l=1log —>
gT

Kde je ¢ molarni absorpéni koeficient latky, ¢ molarni koncentrace, / délka optické drahy a
T je transmitance (propustnost). Oblast platnosti tohoto zakona se stanovuje métfenim
standardt. Pfi A > 2 je stanoveni koncentrace vylouceno, pro piesnéj$i méieni se obvykle
pozaduje A < 1. [27] Prubéh spektra byl vyhodnocovan pii 4 vinovych délkach. Prvni
hodnotou bylo 235 nm. Pii této vinové délce absorbuje fenol, ktery mlize zlstavat v roztoku
po fenolové extrakci. Dalsi hodnotou volené vinové délky bylo 260 nm, coz pfiblizné
odpovida absorpénimu maximu nukleovych kyselin. Hodnota zméfené absorbance slouZzila
pro vypocet koncentrace DNA (hodnota A = 1 odpovidé koncentraci DNA 50 ng/ul). Dalsi
volenou hodnotou bylo 280 nm. Hodnota absorbance namétené pii této vinové délce slouzila
pro stanoveni &istoty separované DNA, nebot pfi této vinové délce absorbuji proteiny. Cistota
byla vypoctena z poméru absorbanci pti vinovych délkach 260 a 280 nm:

A260nm

A280nm

Hodnoty poméru vétsi nez 2 znamenaji, Ze se v roztoku nachazi RNA. Hodnoty niz$i nez 1,8
znamenaji, ze vzorek obsahuje proteiny. Posledni hodnotou byla vinova délka 310 nm, ktera
byla vzata jako hodnota zakladni linie.

2.6 Ovliviiovani priabéhu PCR inhibitory

2.6.1 Falesné pozitivni vysledky

Vysoka citlivost a specifika PCR zpiisobuje, Zze kontaminace i jedinou molekulou exogenni
DNA postacuje pro ziskani faleSného signalu (faleSn€ pozitivni vysledek). Pro minimalizaci
falesné pozitivnich vysledkl byly doporuceny urcité standardni postupy zahrnujici pozivani
autoklavovanych roztoku, fyzikalni separaci pouzivanych PCR-reagencii od templatové DNA
a produkti PCR, piipravu komponent i vzorkii do alikvotnich ¢asti, pouzivani UV-svétla
k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na pracovni plose, pouzivani jednorazovych
rukavic, pfidavani DNA do reakce jako posledni komponenty a peclivou volbu pozitivnich,
negativnich a vnitfnich kontrol. Jako zdroj kontaminace je nejcastéji uvadén:

e pfenos kontaminujici DNA z dfive amplifikovanych produkti PCR,

e vzijemna kontaminace zdrojovych materiald,

e kontaminace vektorem z rekombinantniho klonu, ktery obsahuje cilovou sekvenci.
V ptipadé pochybnosti je nejlepSim pristupem opakovani experimentu s peclivym
dodrzovéanim dil¢ich postuptll a kontrol.
2.6.2. Falesn¢ negativni vysledky

Pti analyze Cistych bakterialnich kultur je pouziti PCR zpravidla bezproblémové. Problémy
nastdvaji pii identifikaci bakterii v redlnych vzorcich. Mize dochézet ke vzniku falesné
negativnich vysledkd, které jsou zplsobeny pritomnosti extracelularnich nebo intracelularnich
inhibitort PCR. [23] Falesn¢ negativni vysledky v PCR mohou mit zavazné disledky na
lidské zdravi (chybna diagnostika).
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. Kintracelularnim inhibitorim fadime napfiklad endogenni nukleasy (u stafylokokii,
salmonel, kampylobakteri), peptidy (u kampylobakterl), proteinasy, polysacharidy.
Extracelularni inhibitory obecné zahrnuji komponenty a reagenty vzorkl, napt. krev
(hemoglobin, IgG), modovina, heparin, potraviny a jejich slozky (Ca’” v mléce, mléEné
proteinasy, glykogen), slozky Zivotniho prostfedi (huminové kyseliny, tézké kovy), slozky
kultiva¢nich medii (zlucové soli), detergenty, ionty, antibiotika, proteiny, minerdlni oleje a
dalsi. [25]
2.6.1.1 Mechanismus piisobeni inhibitorii

Podle mechanismu inhibice rozdélujeme inhibitory do 3 skupina. Zatazeni do téchto skupin
neni absolutni, protoze inhibitory mohou ptlisobit vice nez jednim zpiisobem v zavislosti na
chemickych, enzymatickych a fyzikalnich podminkach reakce. [25]

Skupiny pro rozdéleni inhibitori PCR:

e [Inhibitory, které zabranuji dostatecné ucinné lyzi bunék nutné k uvolnéni DNA
Zékladni podminkou amplifikace DNA je, ze dojde klyzi bun¢k auvolnéni nukleovych
kyselin, které¢ jsou dale amplifikovany. PoruSeni integrity bunééné stény nemusi byt
dostate¢né a tudiz nedojde k uvolnéni DNA pro amplifikaci. Postupy lyze bunék jsou
zalozeny na pouziti chemickych, fyzikalnich a enzymatickych metod. Nedostate¢na lyze
bunck miiZze nastat jak v disledku nevhodné zvolenych reakénich podminek, tak i v dasledku
inaktivace nebo nizké kvality lytickych enzymu. Pfi praci s hrubymi lyzaty bunék také nékdy
dochazi k nedostatecnému oddéleni uvolnéné DNA od strukturalnich proteini a protein,
které jsou navazadny na DNA. Proteolytické enzymy a denaturacni ¢inidla, jenz jsou obsazeny
ve vzorcich, mohou degradovat enzymy, které jsou vyuzivany pro lyzi bun¢k. Takto mohou
rovnéz reagovat fenolické latky obsazené ve vzorku nebo slozky, které se dostanou do vzorku
béhem purifikace DNA s organickymi €inidly. [25]

e [nhibitory, jenz degraduji cilové nukleové kyseliny nebo primery, popripadé obsazuji

jejich vazebna mista

Degradace cilové DNA nebo primert zpisobuje falesné negativni vysledky. Degradace mtze
nastat vlivem neenzymatické hydrolyzy, neenzymatické methylace, oxidacniho poskozeni a
enzymatické degradace. Nukleasy mohou vstoupit do reakce z vnéjsiho prostredi v disledku
neopatrné manipulace se vzorkem, mohou byt pfitomny v cilovém organismu nebo
v ostatnich bakteriich, pfitomnych ve vzorku. Bylo zjisténo, Ze stafylokokova termonukleasa
je mimotadné teplotné odolna a je schopna hydrolyzovat genomovou DNA i primery béhem
PCR 1 po ni. [25] Také byly studovany pfi¢iny degradace PCR produkta pti provadéni PCR
s nepurifikovanou DNA izolovanou zbunc¢k bakterie Salmonella. V buikéach zjistili
pritomnost termostabilnich nukleas. Pfi uchovavani PCR produkti po amplifikaci DNA
z hrubych lyzatt bunék pfi teploté 4 °C postupné dochéazelo ke snizeni intenzity amplikont a
po 48 hodinach nebyly na agarosovém gelu zjistény zadné zietelné pasy. Okamzité uchovani
vzorkd po amplifikaci pfi —20 °C ziejm¢ inhibuje nukleasovou aktivitu. Také pridavek
60 mmol/l EDTA (pH 8,0) zabranoval degradaci PCR produktti. Uvedeny postup byl uspésné
pouzivan pii amplifikaci specifickych sekvenci DNA bakterii rodu Listeria a Lactococcus.
Amplifikovana DNA z téchto organismu ziistdvala neposkozena i po skladovani pii 4 °C po
dobu nékolika mésicti. Z uvedeného je ziejmé, Ze ne vSechny bakterie maji termostabilni
nukleasy, které jsou schopné odolavat teplotam, kterych bylo dosahnuto béhem PCR. [13]
DNasova aktivita byla popsana i u Campylobacter jejuni Lior biotyp II (DNasa — pozitivni
druhy). Inaktivace endogenni nukleasové aktivity bylo docileno fixaci bakterialnich bunék ve
formaldehydu po dobu jedné hodiny. [15]

e [Inhibitory inaktivujici termostabilni DNA-polymerasu
Nékteti autofi uvadéji jako pficinu inhibice PCR interferenci DNA s lytickymi enzymy, které
ovlivituji vazbu mezi cilovou DNA a polymerasou. Proto musi byt ihned po bunécné lyzi
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inaktivivany. Fenolické latky ze vzorkl nebo zbytky fenolu po fenolové extrakci DNA mohou
inhibovat reakci denaturaci polymerasy. Proteinasy a denatura¢ni ¢inidla pouzivand pro
bunécnou lyzi mohou byt do PCR vzorku vneseny spolu s nedostate¢né purifikovanou DNA.
V jinych studiich byla inhibice amplifikace proteinasou eliminovana piidavkem
proteinasového inhibitoru a bovinniho sérového albuminu (BSA), ktery slouzi jako
alternativni substrat pro enzymatickou katalyzu. Syrové proteiny rovnéz inaktivuji Tagq
polymerasu. Lze je odstranit pomoci extrakce horkym NaOH. Bakteridlni proteasy a
nukleasy, stejné jako degradacni produkty bunék, zlucové kyseliny, soli zlucovych kyselin a
dal§i faktory mohou zabranit amplifikaci (fyzikalné-chemicka inhibice a enzymaticka
degradace). [25]

Dale byly porovnavany Gc¢inky znamych latek, které inhibuji PCR, na 9 komeréné dostupnych
termostabilnich DNA-polymeras. Vzorky krve, syri, masa a vykald, stejn¢ jako rozdilné
ionty, byly pfidavany k PCR smésich, obsahujicim rozdilné termostabilni DNA polymerasy.
Inhibice s Tag DNA-polymerasou komponenty biologickych vzorkli byla redukovéna nebo
eliminovana pouzitim jiné vhodngjs$i termostabilni DNA-polymerasy. V soucasné dobé
komer¢n¢ dostupné DNA-polymerasy vykazuji rozdilné vlastnosti co se tyce rezistence
k rozdilnym inhibi¢nim slozkam v klinickych, enviromentalnich a potravinovych vzorcich.
Vybérem vhodné polymerasy je mozné u¢innéji amplifikovat nukleové kyseliny z urcitého
biologického materidlu bez nutnosti specifické upravy vzorku pred PCR. [11]

2.7 Bioseparace pomoci dvoufazového systému

Stale se zvySujici potfeby biochemie a biotechnologie vedou ke zvySujicim se ndroktim na
separacni a purifikaéni metody. Je Zadouci, aby byly separa¢ni metody rychlé¢ a aby se
nesnizovala u¢innost separace. Mezi vyznamné separac¢ni metody patii extrakce, kde dochazi
k rozd€lovani latek mezi dvé nemisitelné faze. Princip extrakce je primarn¢ zaloZen na
chemickych vlastnostech jednotlivych komponent, jako je hydrofobnost a hydrofilnost
jednotlivych latek a jejich vzajemnych interakci. Dvoufazovy vodny systém je alternativou
tradi¢nich extrak¢nich technik zaloZenych na rozdélovani latek mezi organickou a vodnou
fazi. Je pouzivan predevS§im pii izolaci biomolekul, které je nutné izolovat v aktivni a
nedenaturované forme. V téchto procesech patii mezi velmi nestabilni biomolekuly zejména
proteiny, enzymy a nukleové kyseliny. [29, 30]

Vzéjemnou nemisitelnost nékterych polymerti ve vodném roztoku poprvé popsal Beijerinck
v roce 1896. Dvé faze byly vytvoieny z agaru a rozpustného Skrobu nebo Zelatiny. Tradi¢ni
dvoufazovy systémy pouzivané k bioseparaci jsou slozeny ze dvou nemisitelnych polymert
ve vodnim roztoku, napiiklad PEG/NaCl, dextran/PEG. Jednotlivé faze se formuji pfi
limitujici koncentraci polymerd, kterd zavisi na jejich charakteru, pH, teploté roztoku, iontové
sile intramolekularnich vazeb a molekuladrni vaze jednotlivych polymert. Prevazuji slozkou
obou fazich Obé faze obsahuji zejména vodu a to ze voda (70 — 90 %). Nemisitelnost
jednotlivych fazi je zejména ptisuzovana rozdilu hustoty vodnych roztokti v jednotlivych
fazich. Ve dvoufazovém systému tvoii horni fazi prevazné poly(ethylenglykolu) (PEG). Tento
jev je pravdépodobné zplsoben hydrofobnim prostfedim a ethylenovymi skupinami
poly(ethylenglykolu).

Johansson a kol. studovali vliv rlznych iontl, pH a teploty na rozdélovani proteina
v dvoufazovém sytému. Pomoci soli, které ptidaval do systému, usmeériioval rozdélovani
jednotlivych hydrofobnich proteinti. Dvoufazovy systém je vhodny k separaci proteini a
enzymu z bunécného lyzatu a k minimalizaci Skodlivych vlivii endogennich proteas. [28, 29]

Dvoufazovy vodny systém byl rovnéz s Gspéchem pouzit k eliminaci vlivu inhibitorti PCR.
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2.8 Adsorpce nukleovych kyselin na pevné ¢astice

Jak bylo uvedeno vySe, pfi analyze realnych vzorkli miize dochazet ke vzniku falesné
negativnich vysledkti. Proto je pfi izolaci DNA z realnych vzorki zafazovan dalsi krok, jehoz
cilem je ziskani DNA v kvalité¢ vhodné pro PCR. K purifikaci DNA 1ze pouZit rtizné postupy,
které se 1isi délkou izola¢niho postupu, pouzitymi chemikaliemi, vytézkem izolované DNA a
jeji Cistotou. Klasickym postupem je fenolova extrakce, ktera je vSak pracnd, zdlouhava a pii
praci se pouzivaji toxicka rozpoustédla.

Jednim ze zptisobtl, jak odstranit vliv inhibitorti a pomérné€ rychle izolovat DNA z hrubych
lyzath bunck v kvalité vhodné pro PCR je pouziti rGznych typl nosict (ve forme ¢astic nebo
kolonek), pficemz je DNA reverzibilné adsorbovdna na povrch nosice. Mezi ptednosti
uvedené techniky patii rychlost izolace, snadna a nenaro¢nd manipulace a také odpada prace
s ruznymi organickymi rozpoustédly. Dalsi vyhodou je moznost automatizace. [26, 31]

K izolaci DNA Ize s vyhodou pouzit magnetickych nosici. Magnetické ¢astice pouzivané
kizolaci DNA maji ve skuteCnosti superparamagnetické vlastnosti, tzn. Ze vykazuji
magnetické vlastnosti pouze v pritomnosti vnéjSiho magnetického pole. VétSinou nemaji
zbytkovy magnetismus, a tudiz se bez pfitomnosti vnéjSiho magnetického pole neshlukuji a
vytvareji homogenni suspenzi. Ze vzorku lze nosi¢e odstranit pomoci magnetického
separatoru. [22]

2.8.1 Aplikace magnetickych ¢astic pro separaci vysokomolekularni genomové DNA

Pro adsorpci DNA na magnetické ¢astice s karboxylovymi skupinami je nutné docilit
kondenzace DNA (kulovité-spirdlovity stav), aby bylo mozné navazat DNA na zéporné nabité
karboxylové skupiny, protoze samotnd DNA nese zaporny naboj. Pro navozeni kondenzace je
nutnd ptitomnost poly(ethylenglykolu). Tento jev byl popsan L. Lermanem a publikovan v
roce 1971. [33]

Vasilevskaya a spol. se zaméfili na uréeni kritické koncentrace a stupn€ polymerace PEG a
koncentrace chloridu sodného pro dosazeni kondenzace DNA. Zjistili, Ze kriticka koncentrace
PEG klesa se stupném polymerace PEG a s koncentraci soli. [33] Uvedené poznatky o oblasti
kritické koncentrace a stupné¢ polymerace PEG byly potvrzeny v praci Kleideitera a
Nordmeiera. Uvedeni autofi zjistili, ze DNA ve kulovité-spirdlovitém stavu je vice stabilnéjsi,
kdyz méa PEG vyssi stupen polymerace a kdyzZ je 1 koncentrace soli vyssi. [32] Mechanismus
adsorpce DNA, ktera se nachazi v kondenzovaném stavu, na povrch nosice neni presné znam.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Material a metody

3.1.1 Pouzité mikroorganismy a DNA pro optimalizaci

Pro optimalizace postupu adsorpce DNA byla pouzita sodna sil DNA z kufecich
erytrocytll (Roanal, Budapest, Mad’arsko). Dale byla DNA izolovana z bakteridlni kultury
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 212/06, ktery byl ziskdn ze Sbirky mlékarskych
mikroorganismil Laktoflora (MILCOM, Tabor).

3.1.2 Chemikalie

3.1.2.1 Chemikadlie
e Agarosa (Serva, Heidelberg, Némecko)

e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)

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

e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, Némecko)

e Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

e Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

¢ MRS medium (de man, Rogosa, Sharp) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
England)

e PCR vkladaci pufr Yellow load (TopBio s.r.o., Praha, CR)

e Poly(ethylenglykol), PEG 600; 6000; 8000 (Fluka, Buchs, Némecko)

e Proteinasa K (Sigma, St. Louis, USA)

e Magnetické sklo (5 um, CPG, N.Y., USA)

e Dile byly pouzity bézné¢ dostupné chemikalie v kvalité p.a.

3.1.2.2. Magnetické castice
V nasi préci byly pouzity magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-

glycidyl methakrylat (P(HEMA-co-GMA)) (1/1,w/w), které byly pfipraveny na
Makromolekularnim ustavu Akademie véd CR v Praze. Magnetické &astice byly ziskany
disperzni kopolymeraci 2-hydroxymethakrylatu a glycidyl methakrylatu v prostiedi toluenu/2-
methylpropan-1-olu a kolidni olejové kyseliny, kterd pokryvala povrch magnetitu Fe;Oq4
(FeO.Fe;03), ktery tvoii magnetické jadro. Hydroxylové skupiny na povrchu mikrocastic byly
oxidovany 2 % vodnym roztokem manganistanu draselného v kyselém prosttedi (2 mol/l
H,S04) na karboxylové skupiny. Obsah karboxylovych skupin byl 2,6 mmol/l -COOH/g. [31]
Jako kontrola bylo pouzito magnetické sklo (2 mg/ml).
3.1.2.3 Komponenty a chemikdlie pro PCR

e Tagq DNA polymerasa Top Bio 1.1 (1 U/ul) (Top Bio, Praha, CR)

e DNA primery LbLMAIl-rev, R16-1, BiLON 1, BiLON 2, Bifl64, Bif662 byly
syntetizovany firmou Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR

e DNA standard - 100 bp Zebtidek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

e Reakéni pufr kompletni pro Tag DNA polymerasu (10x koncentrovany) (Top Bio,

Praha, CR)
e Smés dNTP (10 mmol/l) (Top Bio, Praha, CR)
e Voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska L’up&a, Slovensko) (dile oznadovana
jako PCR voda)
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3.1.3 Roztoky a media

3.1.3.1 Kultivacéni medium

e MRS medium
52 g M.R.S. bujonu bylo rozpusténo v 1000 ml destilované vody, Vysledné pH 6,2 bylo
optimalni pro kultivaci bakterii rodu Lactobacillus. Medium byl sterilizovano autoklavovanim
pfti teploté 121 °C (100 kPa) po dobu 20 minut.

3.1.3.2 Roztoky pro pripravu hrubych lyzatiu
(dle Spanové a Ritticha 2002)

e Roztok A
10 mmol/l Tris.HCI (pH 7,8)
5 mmol/l EDTA (pH 8,0)

e Roztok B
10 mm Tris.HCI (pH 7,8)
5 mmol/l EDTA (pH 8,0)

LYSOZYM (3 MG/ML)

e 1 mol/l Tris.HCI1
TRIS BAZE 12,1 G

1 mol/l HC1 11 ml
destilovana voda 70 ml
Pomoci HCI byla pH upraveno na 7,8.

e EDTA (0,5 mol/l, pH 8,0)
202,23 g EDTA . 2 H,0 bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody za stalého michani na
magnetické michacce, pH bylo upraveno pomoci 1 mol/l NaOH na hodnotu 8,0 a poté byl
roztok doplnén na celkovy objem 1000 ml.

3.1.3.3 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu
(Podle Spanové a Ritticha 2004, Ucebni texty laboratornich cviceni Specialni metody
analyzy mikroorganismil T.; nepublikovano)

e 0,8 % agarosovy gel
agarosa 08¢
destilovana voda do 100 ml

e 1,5% agarosovy gel
agarosa 1,5¢g
destilovana voda 100 ml
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e 1,8 % agarosovy gel
agarosa 1,8¢g
destilovana voda do 100 ml

e Ethidium bromid
5 mg/ml (zasobni roztok se uchovava v tmavé nadobg). Barvici roztok EtBr se fedi na
koncentraci 0,5 pl/ml.

e TBE pufr (5x koncentrovany)
Tris baze S54¢g
Kyselina borita 275¢
0,5 mol/l EDTA (pH 8,0) 20 ml
Zasobni roztok byl pfipraven smichdnim uvedenych komponent a doplnén destilovanou
vodou na vysledny objem 1000 ml. Roztok byl pfefiltrovan. Tento zasobni roztok byl pred
pouzitim fedén 10x destilovanou vodou.
3.1.3.4 Roztoky pro izolaci DNA
e 5 mol/l NaCl
e 40% PEG 600
e 40% PEG 6000

w
=
=

Pristroje a pomucky

Fotoaparat Polaroid DS 34 se Zlutym filtrem (Polaroid, Cambridge, USA)
Fotografie Polaroid 667

Laboratorni vahy

Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

Mikropipety

Mikrovinna trouba

Minicentrifuga

MiniCykler PTC-150™ (MJ Research)

Spekol 1300 (Analytik Jena)

Termocykler PTC — 200™ (MJ Research, Watertown, USA)
Transilluminator TVR-321A (Spectroline, )

Zatizeni pro elektroforézu

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Bio — Rad Typ 3000 XI 200/2.0 (Bio —
Rad Lab., Richmond, USA)

Quibit Fluorometer.

e B¢&zné laboratorni sklo, plastovy material a pomicky

3.1.5 Metody

Pokud neni uvedeno jinak, tak byly popsané postupy provadény dle Spanové a Ritticha
(2002): Ucebni texty laboratornich cviceni Specidlni metody analyzy mikroorganismi I.
Nepublikovano.
3.1.5.1 Priprava hrubych lyzati z Cisté bakterialni kultury

K bakterialni kultufe byl pfidan 1 ml roztoku B, smés byla promichéna a ponechana 1
hodinu pii laboratorni teploté.Ke smési bylo pfidano 50 pl 20% SDS a 5 pl proteinasy K
(1 mg/ml). Ponechalo se inkubovat pies noc pii 55 “C.
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3.1.5.2 Izolace DNA z tekutych mléénych vyrobkii

Z tekutého mlécného vyrobku bylo odebrano 2x 1 ml vzorku do dvou 1,5 ml
mikrozkumavek. Vzorky byly centrifugovany (14 000 ot/5 min). Supernatant byl opatrné slit
a sediment byl resuspendovan a promyt v 1 ml sterilni vody a opé€t centrifugovan za stejnych
podminek. Pomyti bylo opakovano 5x. K sedimentu byl pak pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku B,
ve kterém byl resupendovan. Nésledovala inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Poté bylo
ke smési pridano 50 pl 20% SDS a 5 pl proteinasy K (1 mg/ml). Vzorky byly pak inkubovéany
pti 55 °C do druhého dne.
3.1.5.3 Izolace DNA ze vzorku tvrdého syru

5 g vzorku bylo dokonale rozetfeno ve tfeci misce v 10 ml sterilni vody. Smés byla
ptefiltrovdna ptes sterilni gédzu do zkumavky. Z filtratu bylo odebrano 1,5 ml do
mikrozkumavky. Filtrat byly centrifugovany (14 000 ot/5 min). Supernatant byl opatrné slit a
sediment byl resuspendovan a promyt v 1 ml sterilni vody a opét centrifugovan za stejnych
podminek. Pomyti bylo opakovano 5x. Do mikrozkumavky byl pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku
B ve kterém byl sediment resupendovan. Nasledovala inkubace 1 hodinu pti laboratorni
teploté. Poté bylo ke smési pfidano 50 pl 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (1 mg/ml). Vzorky
byly pak inkubovany pii 55 °C do druhého dne.
3.1.5.4 Fenolova extrakce

K hrubému lyzatu bunck byl ptidén stejny objem fenolu (ptedestilovaného, pH upraveno na
7,8). Smés byla kyvavym pohybem opatrné promichavana po dobu 4 minut. Poté nasledovala
centrifugace ( 10 000 ot/3 min). Pomoci $picky s ustfizenym hrotem byla odebrana vodni faze
s DNA. Bylo nutno dbat, aby nebyla odebrana 1 proteinova mezivrstva. K vodni fazi s DNA
bylo pfidano 700 pl chloroform-cis-isoamylalkoholu (CIZ) a opét bylo opatrn€ promichévano
po dobu 4 min. Opét nasledovala centrifugace (10 000 ot./3 min). Vodni faze byl odebrana do
¢isté mikrozkumavky.
3.1.5.5 PresraZeni DNA ethanolem

Ke vzorku DNA byla ptidéna 1/10 objemu 3 M octanu sodného. Smés byla promichéna.

Nésledné byl pfidan 1 ml 96 % ethanolu. Obsah byl promichdn. DNA se nechala vysrazet
pti 20 °C. Poté byla smé&s centrifugovana (15 000 ot/15 min). Supernatant byl opatrné slit,
dale bylo pracovano se sedimentem. Ten byl susen v exsikatoru (7 min a vice). Nasledné byla
DNA rozpusténa v 500 pl TE pufru.
3.1.5.6 Izolace DNA 7z hrubych lyzati bunék CcCisté bakterialni kultury pomoci

magnetickych nosici (testovani riizného povadi komponent separacni smési)
Bylo pracovano se Sesti separatnimi smésmi, které jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Separacni smési s riznym potfadim pfidavani komponent

Potadi Separacni smé&s
komponent 1 2 3 4 5 6
1. H,0O H,0 H,O H,O H,O H,0
5 mol/l 5 mol/l 5 mol/l 5 mol/l
2. NaCl NaCl 40 % PEG DNA NaCl NaCl
3. DNA DNA DNA 40 % PEG [ 40 % PEG MN
4. 40 % PEG MN MN MN MN DNA
5 mol/l 5 mol/l
5 MN 40 % PEG NaCl NaCl DNA 40 % PEG

MN — magneticky nosi¢ P(HEMA-co-GMA)

Po adsorpci byla DNA eluovana TE pufrem a jeji mnozstvi detekovdno pomoci gelové
elektroforézy na agarose.
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Sterilni destilovana voda byla pfiddvana v mnozstvi 100 pl, 5 mol/l NaCl - 200 ul, 40 %
PEG - 100 pl, vzorek DNA - 50 pl, magnetické €astice - 50 ul. Celkovy objem smési byl
500 pl, tudiz vysledna koncentrace PEG byla 8 % a NaCl 2,5 mol/l.

Po smichani komponent byla smés inkubovéna 15 minut pfi laboratorni teploté, poté byla
umisténa do magnetického separatoru (15 min) pfi laboratorni teploté. Po uplynuti uvedené
doby byl opatrné odebran supernatant do mikrozkumavky a ty nasledné uchovany v lednici,
nez byla provadéna gelova elektroforéza. Do mikrozkumavek s cCasticemi, které byly
ponechany v magnetickém separatoru, bylo pfidano 500 pl 70% ethanolu. Ten byl po 2
minutach opatrné slit. Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a umistény do termostatu
(teplota 50 °C, doba 15 min — nutno dodrzet a neprodluzovat), aby byl ethanol dokonale
odpaten. Poté bylo DNA adsorbovand na magnetickych ¢asticich eluovana 50 pul TE pufru.
Zvolend doba eluce byla 30 min. Po 30 minutich byly ¢éstice odseparovany pomoci
magnetického separatoru a eluat byl odebran do €istych mikrozkumavek.
3.1.5.7 Izolace DNA pomoci magnetickych nosic¢ii (Optimalizace metody adsorpce DNA

na magnetickych mikrocasticich)

Optimalizace metody izolace DNA byla provadéna s vysokomolekularni DNA z kufecich
erytrocytii. Jeji vychozi koncentrace byla 1 mg/ml. Izolace DNA probihala pomoci
magnetického nosice P(HEMA-co-GMA) a pro srovnani i pomoci magnetického skla o
koncentracich 2 mg/ml . Pfi smichavéani separacni smési byla volena rizna molekulova
hmotnost PEG (600 a 6000 g.molfl) a rizna vyslednd koncentrace PEG (4, 8, 12, 16%)
v separacni smési.

Separacni smés byla pfipravovana dle schématu uvedeného v Tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni separacni smési.

Slozka(ul) PEG (% véh)
4 8 12 16
1. H,0 175 125 75 25
2. NaCl 200 200 200 200
3. DNA 25 25 25 25
4. PEG (40%) 50 100 150 200
5. | Magneticky nosic¢ 50 50 50 50

e Vysledny objem separacni sméesi 500 pl,

vysledna koncentrace P(HEMA-co-GMA) a magnetického skla byla 0,2 mg/ml,
vysledna koncentrace DNA v separa¢ni smési 49,9 ng/ul (Az60 nm = 0,998),
pouzity PEG: 600 a 6000 g/mol,

doba eluce z magnetickych ¢astic byla 30 minut,

gelova elektroforéza provadéna na 0,8% agarosovém gelu, 60V/2 hod,
provedeno 3x.

Po smichéni komponent byla smés inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté, poté byla
umisténa do magnetického separatoru (15 min) pfi laboratorni teploté. Po uplynuti uvedené
doby byl opatrné odebran supernatant do mikrozkumavky a ty nasledné uchovany v lednici,
nez byla provadéna gelovad elektroforéza. Do mikrozkumavek s casticemi, které byly
ponechany v magnetickém separatoru, bylo pfiddno 500 pul 70% ethanolu. Ten byl po 2
minutdch opatrné slit. Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a umistény do termostatu
(teplota 50 °C, doba 15 min — nutno dodrzZet a neprodluzovat), aby byl ethanol dokonale
odpaten. Poté bylo DNA adsorbovand na magnetickych ¢asticich eluovana 50 ul TE pufru.
Zvolena doba eluce byla 30 min. Po 30 minutich byly castice odseparovany pomoci
magnetického separatoru a eludt byl odebran do ¢istych mikrozkumavek.
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3.1.5.8 Izolace purifikované DNA pomoci magnetickych mikroldstic (standardni postup)
a stanoveni koncentrace DNA a RNA

DNA byla izolovéana fenolovou extrakci z bakteridlni kultury Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei. Mnozstvi izolované DNA bylo 15,66 pl/ml. Nasledn¢ byla DNA izolovana
pomoci magnetického nosi¢e P(HEMA-co-GMA) a pro srovnani i pomoci magnetického skla
o koncentracich 2 mg/ml. Pfi smichavani separa¢ni smési byla volena rizna molekulova
hmotnost PEG (600 a 6000 g.mol™") a rizna vysledna koncentrace PEG (4, 8, 12 a 16%)
v separaCni smési. SloZeni separacni smési vystihuje Tabulka 4.

Tabulka 4. Slozeni separacni smesi.

Slozka(ul) PEG (% véh)
4 8 12 16
1. H,0O 300 200 100 -
2. NaCl 400 400 400 400
3. DNA 100 100 100 100
4. | PEG (40%) 100 200 300 400
Magneticky
5. nosic¢ 100 100 100 100
e Vysledny objem separacni smési 1000 pl,
e vysledna koncentrace P(HEMA-co-GMA) a magnetického skla byla 0,2 mg/ml,
e pouzity PEG: 600 a 6000 g/mol,
e doba eluce z magnetickych castic byla 30 minut,
e gelova elektroforéza provadéna na 0,8% agarosovém gelu, 60V/2 hod,
e provedeno 6x.

Po smichani komponent byla smés inkubovéna 15 minut pfi laboratorni teploté, poté byla
umisténa do magnetického separatoru (15 min) pfi laboratorni teploté. Po uplynuti uvedené
doby byl opatrné odebran supernatant do mikrozkumavek a ty byly nésledné uchovany
v lednici, nez byla provadéna gelova elektroforéza. Do mikrozkumavek s Casticemi, které
byly ponechany v magnetickém separatoru, bylo ptidano 500 ul 70% ethanolu. Ten byl po 2
minutach opatrné slit. Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a umistény do termostatu
(teplota 50 °C, doba 15 min — nutno dodrzet a neprodluzovat), aby byl ethanol dokonale
odpaten. Poté bylo DNA adsorbovana na magnetickych ¢asticich eluovana 50 ul TE pufru.
Zvolend doba eluce byla 30 min. Po 30 minutich byly ¢éstice odseparovany pomoci
magnetického separatoru a eluat byl odebran do ¢istych mikrozkumavek.

Poté byla fluorimetricky stanovena koncentrace u vSech ziskanych eluati. Koncentrace
byla méfena na pfistroji Quibit Fluorometer. VSechny vzorky pro méini koncentrace byly
pipetovany do pruhledny sterilnich mikrozkumavek, které byly soucasti ptistroje. Nejprve byl
pfipraven pracovni roztok, ktery vznikl smichanim n*199 pl roztoku Quant-iT Buffer (dodano
vyrobcem) a n*1 pl roztoku Quant-iT Reagent (doddno vyrobcem), kde n znamena pocet
vzorkll. Poté byly pfipraveny standardy. Prvni standard byl pfipraven smichdnim 190 pl
pracovniho roztoku s 10 pl standardu 1, ktery obsahoval 0 ng/ml DNA a druhy standard byl
pfipraven smichanim 190 pl pracovniho roztoku a 10 ul Standardu 2, ktery obsahoval
10 ng/ul DNA. Dale byla ptipravena série vzorku, ktera byla vytvofena smichanim 10 pl
mého vzorku s DNA a 190 pl pracovniho roztoku. Vzorky pro méfeni RNA byly pfipraveny
stejnym zpusobem, jen pro piipravu standardi na méfeni RNA se pouzily jiné zasobni
standardy.

Nasledné byly vzorky inkubovany 2 minuty pii laboratorni teploté. Poté byla provedena
kalibrace pfistroje. Nejprve byl vybran program, zda méla byt méfena koncentrace DNA, ¢i
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RNA. Pak byla do optické drahy vlozena mikrozkumavka, jenz obsahovala standard 1, pak
mikrozkumavka se standardem 2. Po nakalibrovani pfistroje byly méfeny koncentrace DNA,
nebo RNA ve vzorcich. Vypocet koncentrace byl podle vzorce:

koncentrace = QF - [2—](\)]0j , kde

QF — hodnota namétend flourometrem,
N - objem pouzitého vzorku.
3.1.5.9 Izolace DNA 7 hrubého lyzdatu bunék ze vzorku tvrdého syra a tekutych mlécénych
vyrobkit pomoci magnetickych mikrocastic — standardni postup

DNA byla izolovana pomoci magnetického skla a magnetickych ¢astic P(HEMA-co-
GMA) o koncentracich 2 mg/ml. Pfi smichavani separatni smési byla volena rhzna
molekulova hmotnost PEG (600 a 6000 g.mol ') a rizna vysledna koncentrace PEG (8 a
16%) v separacni smési. Jednotlivé komponenty a jejich mnozstvi jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni separacni smési

Slozka (ul) PEG (% vah)
8 16
1. H,0 100 -
2. 5 mol/l NaCl 200 200
3. DNA 50 50
4. PEG (40%) 100 200
5. | Magneticky nosic¢ 50 50

e Vysledny objem separacni sméesi 500 pl,
e vysledna koncentrace P(HEMA-co-GMA) a magnetického skla byla 0,2 mg/ml,
e provadéno 6x.

Po smichani komponent byla smés inkubovéna 15 minut pfi laboratorni teploté, poté byla
umisténa do magnetického separatoru (15 min) pfi laboratorni teploté. Po uplynuti uvedené
doby byl opatrné odebran supernatant do mikrozkumavky a ty byly nasledné uchovany
v lednici, nez byla provadéna gelova elektroforéza. Do mikrozkumavek s Casticemi, které
byly ponechany v magnetickém separatoru, bylo ptidano 500 ul 70% ethanolu. Ten byl po 2
minutach opatrné slit. Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a umistény do termostatu
(teplota 50 °C, doba 15 min — nutno dodrzet a neprodluzovat), aby byl ethanol dokonale
odpaten. Poté bylo DNA adsorbovand na magnetickych ¢asticich eluovana 50 pul TE pufru.
Zvolend doba eluce byla 30 min. Po 30 minutich byly ¢éstice odseparovany pomoci
magnetického separatoru a eluat byl odebran do ¢istych mikrozkumavek.
3.1.5.10 Studium chovani DNA ve vodném dvoufazovém systému (kapalina-kapalina )

Pro vytvoreni vodného dvoufdzového systému (kapalina-kapalina) byl pouzit NaCl o
vysledné koncentraci 3,52%, (NH4)2SO4 o riznych vyslednych koncentracich a PEG (600,
6000 g/mol). Nejprve bylo studium provedeno s DNA z kufecich erytrocytii o koncentraci
1 mg/ml a nésledné byl pokus proveden s DNA bakterialniho kmene Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei CCM 211/06 o koncentraci 485 ng/ pul. VSechny ptidavané komponenty
vystihuje Tabulka 6.
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Tabulka 6: Mnozstvi komponent v separaéni smési.

Slozka (NH4)2S04 (%)
(ul) 6,13 9,95 13,76 17,57

1. H,O 172,25 131,5 90,75 50
2. NaCl 72,25 72,25 72,25 72,25
3. (NH4)2SOy4 65,5 106,25 147 187,75
4.1 PEG (40%) 240 240 240 240
5. DNA) 50 50 50 50

e Vysledny objem 600 pl,

e vysledna koncentrace 4,25 mol/l (NH4),SO4 byla 6,13%; 9,95%; 13,76%; 17,57%,

e vysledna koncentrace 5 mol/l NaCl byla 3,52%,

e vysledna koncentrace PEG bylal6 %.

Po pridani vSech komponent byla smés promichdna a nasledné se nechaly oddélit obé faze.
Z kazdé faze bylo nasledné odebrano 10 ul pro gelovou elektroforézu, ktera byla provedena
dle kapitoly 3.1.5.13 bez ptipravy hmotnostnich standardii.
3.1.5.11 Izolace DNA 7 hrubého lyzdatu bunék 7 tekutych mlécnych vyrobkii s pouZitim

dvoufazového systému a magnetickych Castic— Postup 1

DNA byla izolovana pomoci magnetického skla a magnetickych mikro¢astic P(HEMA-co-
GMA) o koncentracich 2 mg/ml. Pfi smichavani separac¢ni smési byl vytvoren dvoufazovy
systém kapalina-kapalina. Systém byl vytvoifen za pouziti slozek (NH4),SO4/PEG. Byla
volena riizna molekulova hmotnost PEG (600, 6000, 8000 g.mol ') o vysledné koncentraci
16% a rizna vyslednéd koncentrace (NH4),SO4 ve smési (13,76%hm., 17,57%hm.). Slozeni
separacni smési je uvedeno v Tabulce 7.

Tabulka 7: Slozeni separacni smési

Slozka (NH4 2804

(b 13,76 17,57
1. H,O 40,75 -
2. 5 mol/l NaCl 72,25 72,25
3. (NH4),S0.) 147 187,75
4. DNA 50 50
5. PEG (40%) 240 240
6. MN 50 50

Vysledny objem separacni smési 600 pl,

vysledna koncentrace P(HEMA-co-GMA) a magnetického skla byla 0,17 mg/ml,
vysledna koncentrace NaCl byla 3,52%hm.,

provadéno 6x.

Jakmile byla smés pfipravena, tak byly ob¢ faze promichavany 15 min, po této dob¢ byly
mikrozkumavky umistény do magnetického separatoru (15 min). Nésledné¢ byl odebran
supernatant. Do mikrozkumavek s casticemi, které byly ponechdny v magnetickém
separatoru, bylo pifidano 500 ul 70% ethanolu. Ten byl po 2 minutach opatrné slit.
Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a umistény do termostatu (teplota 50 °C, doba 15
min — nutno dodrzet a neprodluzovat), aby byl ethanol dokonale odpaten. Poté bylo DNA
adsorbovand na magnetickych casticich eluovana 50 pl TE pufru. Zvolena doba eluce byla 30
min. Po 30 minutach byly ¢éstice odseparovany pomoci magnetického separatoru a eluat byl
odebran do ¢istych mikrozkumavek.
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3.1.5.12 Izolace DNA 7 hrubého lyzdtu bunék 7 tekutych mléénych vyrobkit s pouZitim
dvoufazového systému a magnetickych Castic — Postup 11

Pti smichavani separacni smési byl vytvoren dvoufazovy systém kapalina-kapalina. Systém
byl vytvoten za pouziti slozek NaCl/(NH4),SO4/PEG. Byla volena riznd molekulova
hmotnost PEG (600, 6000, 8000 g.mol') o vysledné koncentraci 16%, rtizna vysledna
koncentrace (NH4),SO4 ve smési (13,76%hm., 17,57%hm.). SloZeni separacni smeési je
uvedeno v Tabulce 8. Pfi aplikaci této metody byla odebrana horni faze, kde byly zachyceny
inhibitory PCR. DNA byla izolovana ze spodni faze pomoci magnetického skla a
magnetickych mikrocastic P(HEMA-co-GMA) o koncentracich 2 mg/ml, které byly ptidany
az po odebrani horni faze.

Tabulka 8: Slozeni separacni smési

Slozka (ul) (NH4)>SO4 (%)

13,76 17,57
1. H,O 40,75 -
2.| 5 mol/l NaCl 72,25 72,25
3.] (NH4),SO4) 147 187,75
4, DNA 50 50
5. PEG (40%) 240 240
6. MN 50 50

e Vysledny objem separacni sméesi 600 pl,
e vysledna koncentrace NaCl byla 3,52%hm.,
e provadéno 6x.

Smés byla pfipravena smichani prvnich péti komponent. Pro dokonalé oddéleni obou fazi
byla smés pouze promichana jedinym kyvavym pohybem. Nasledn¢ byla dokonale odebrana
horni faze a ke spodni fazi byly priddny magnetické mikrocastice. Nasledné¢ probihalo
michéni (15 min), pak byla smé&s umisténa do magnetického separatoru (15 min). Do
mikrozkumavek s ¢asticemi, které byly ponechdny v magnetickém separatoru, bylo ptidano
500 ul 70% ethanolu. Ten byl po 2 minutach opatrné slit. Mikrozkumavky byly vyjmuty ze
separatoru a umistény do termostatu (teplota 50 °C, doba 15 min — nutno dodrZet a
neprodluzovat), aby byl ethanol dokonale odpaten. Poté bylo DNA adsorbovand na
magnetickych ¢asticich eluovana 50 pl TE pufru. Zvolena doba eluce byla 30 min. Po 30
minutdch byly ¢astice odseparovany pomoci magnetického separatoru a eluat byl odebran do
¢istych mikrozkumavek.
3.1.5.13 Izolace DNA 7z hrubého lyzatu bunék z tekutych mlécnych vyrobkii s pouZitim

dvoufazového systému a magnetickych Castic — Postup 111

Tato metoda byla provadéna stejné jako Postup I (kapitola 3.1.5.11), ale rozdil byl pouze
vtom, ze do separa¢ni smési nebyl pridavan 5 mol/l NaCl. SloZeni separa¢ni smési je
uvedeno v Tabulce 9.

31



Tabulka 9: SloZeni separacni smési.

Slozka (ul) (NH4),SO, (%)

13,76 17,57

1. H,0 113 72,25

2. (NH),S0, 147 187,75
3. DNA 50 50
4. PEG (40%) 240 240
5, MN 50 50

MN — magneticky nosic¢
3.1.5.14 Izolace DNA 7 hrubého lyzdtu bunék 7 tekutych mléénych vyrobkit s pouZitim
dvoufazového systému a magnetickych cCastic — Postup IV
Tato metoda byla provadéna stejné jako Postup II (kapitola 3.1.5.12), ale rozdil byl pouze
v tom, Ze do separacni smési nebyl pfidavan 5 mol/l NaCl. SloZeni separacni smési je
uvedeno v Tabulce 10.

Tabulka 10: SloZeni separacni smési.

Slozka (},I.l) (NH4)ZSO4 (%)
13,76 17,57
1 H,O 113 72,25
2. (NH4),S04 147 187,75
3. DNA 50 50
4.| PEG (40%) 240 240
5 MN 50 50

3.1.5.15 Gelova elektroforéza — detekce izolované DNA po separaci magnetickymi
mikrocCdsticemi a po fenolové extrakci

Gelova elektroforéza byla provedena na 0,8% agarosovém gelu. Podminky vedeni byly 60
V/ 2 h, 0,5x TBE pufr. Na gely byly nanaSeny hmotnostni standardy (1, 3, 5, 7 ul), vzorky
separované¢ DNA (10 pl) a supernatanty (10 pl). Celkovy objem nanaseny do komirek byl 18
ul. K objemu DNA byly ptidany 3 pl PCR vkladaciho pufru a zbytek do 18 pl byl doplnén
TE pufrem.
3.1.5.16 Citlivost PCR pro rod Lactobacillus

Jako DNA matrice poslouzila DNA kmene Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
CCM 211/06. Bylo ptipraveno 6 vzorkl s riznou koncentraci, které byly 1 ng/ul, 100 pg/ul,
10 pg/pl, 1 pg/ul, 100 fg/ul a 10 fg/pl.

Pii PCR byl amplifikovan fragment DNA o délce 250 bp pomoci rodove specifickych
primerd LBLMA 1 a R16 — 1 (Dubernet S., Desmasures N., Guéguen M. (2002): A PCR —
based Method for identification of lactobacilli at the genus level. FEMS Mikrobiology Letters
214: 271-275) specifickych pro rod Lactobacillus.

Bylo pfipraveno 25 ul PCR smési v tomto pofadi:
1. 19 ul vody pro PCR

2,5 ul 10x reak¢éniho pufru kompletniho

0,5 pl smési ANTP (10 mM)

0,5 pl primeru LbLMA 1 (10 pmol/pl)

0,5 pl primeru R 16 — 1 (10 pmol/ul)

1 ul DNA polymerasy Top Bio 1.1 (1U/pl)

7. 1 ul DNA matrice
Negativni kontrola byla pfipravena ptidanim 1 pl PCR vody misto 1 ul DNA.
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Vzorky byly opatrné promichdny a umistény do cyklatoru, ktery byl naprogramovan pro

amplifikaci DNA rodu Lactobacillus — LBC ROD:

1. krok — denaturace (95 °C/30 s)

2. krok — pfipojeni primert ( 55 °C/30 s)

3. krok — syntéza DNA (72 °C/60 s)
Kroky se opakovaly celkem 30x. Pfed prvnim krokem byla provedena denaturace
95 °C/5 min. Po skonceni amplifikace byl vzorek ochlazen na 10 °C, coz slouzilo ke
kratkému uchovani PCR produkta.
3.1.5.17 Polymerazova ietézova reakce (PCR) — identifikace rodu Lactobacillus

Program, podle kterého probihala PCR, byl LBC ROD.

Bylo pfipraveno 25 ul PCR smési v tomto potadi:

1. 19 ul (pokud bylo pracovano s DNA pochazejici z Cisté bakterialni kultury), nebo
15 pl (pokud byla provadéna identifikace rodu Lactobacillus v mléénych vyrobceich)
vody pro PCR
2,5 ul 10x reak¢éniho pufru kompletniho
0,5 pl smési ANTP (10 mM)
0,5 pul primeru LbLLMA 1 (10 pmol/pl)
0,5 pl primeru R 16 — 1 (10 pmol/ul)
1 ul DNA polymerasy Top Bio 1.1 (1U/ul)
1 pul DNA matrice (pokud bylo pracovano s DNA pochazejici z Cisté bakterialni
kultury), nebo 5 pl DNA matrice (pokud byla provadéna identifikace rodu
Lactobacillus v mlécnych vyrobcich).

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola, kdy byl pouzit 1 ul DNA matrice,
jenz pochazela z Cisté bakteridlni kultury Lactobacillus paracasei ssp. paracasei a negativni
kontrola ( misto 1 ul DNA byl pfidan 1 pl PCR vody).

Vzorky byly opatrné promichany a umistény do cyklatoru, ktery byl naprogramovan pro
amplifikaci DNA rodu Lactobacillus — LBC ROD:

1. krok — denaturace (95 °C/30 s)

2. krok — pfipojeni primert ( 55 °C/30 s)

3. krok — syntéza DNA (72 °C/60 s).
Kroky se opakovaly celkem 30x. Pfed prvnim krokem byla provedena denaturace
95 °C/5 min. Po skonceni amplifikace byl vzorek ochlazen na 10 °C, coZ slouZilo ke
kratkému uchovani PCR produkta.
3.1.5.18 Citlivost PCR pro druh Bifidobacterium longum

Jako DNA matrice poslouzila DNA druhu Bifidobacterium longum CCM 3746. Bylo
pripraveno 6 vzorkd s riznou koncentraci, které byly 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul,
100 fg/ul a 10 fg/ul.

PCR byla provadéna za pouziti sady druhové specifickych primerti (Matsuki a kol., 1999)
byl amplifikovan fragment délky 831 bp. Dvéma pouzitymi primery tedy byly BiLON-1 (
sekvence bazi S'TTCCAGTTGATCGCATGGTC3") a BiLON-2 (sekvence bazi
5"CGAAGGCTTGCTCCCAGT?).

Bylo pfipraveno 25 ul PCR smési v tomto potadi:

1. 19 pl vody pro PCR
2,5 pl 10x reakéniho pufru kompletniho
0,5 pl smesi ANTP (10 mmol/1)
0,5 pl primeru BiLON-1 (10 pmol/ul)
0,5 pul primeru BiLON-2 (10 pmol/ul)
1 ul DNA polymerasy Top Bio 1.1 (1U/ul)
1 ul DNA matrice

NNk WD
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Negativni kontrola - misto 1 ul DNA byl ptidédn 1 pul PCR vody.

Vzorky byly opatrné promichiany a umistény do cyklatoru, ktery byl naprogramovan pro
amplifikaci fragmentu DNA druhu Bifidobacterium longum — program MATSUKI (Matsuki a
kol., 1999 — Blanka Krulova):

1. krok — denaturace (94 °C/20 s)
2. krok — ptipojeni primert ( 55 °C/20 s)
3. krok — syntéza DNA (72 °C/30 s)

Kroky se opakovaly celkem 35x. Pfed prvnim krokem byla provedena denaturace
95 °C/5 min. Posledni krok syntézy byl 72 °C/5 min. Po skonceni amplifikace byl vzorek
ochlazen na 10 °C, coz slouzilo ke kratkému uchovani PCR produkta.
3.1.5.19 Polymerazova ietézova reakce (PCR) — identifikace druhu Bifidobacterium

longum ve vzorcich tvrdého syru

Program, podle kterého probihala PCR, byl MATSUKI.

Bylo pfipraveno 25 ul PCR smési v tomto potadi:

1. 17 pl vody pro PCR
2,5 ul 10x reakéniho pufru kompletniho
0,5 ul smési ANTP (10 mM)
0,5 pl primeru BiLON-1 (10 pmol/ul)
0,5 pl primeru BiLON-2 (10 pmol/ul)
1 ul DNA polymerasy Top Bio 1.1 (1U/ul)
7. 3 ul DNA matrice

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola, kdy byl pouzit 1 pl DNA matrice,
jenz pochazela z Cisté bakterialni kultury Bifidobacterium longum CCM 3764, a tim padem
byl objem PCR vody 19 ul. Negativni kontrola - misto 1 ul DNA byl pfidan 1 ul PCR vody.

Vzorky byly opatrné promichany a umistény do cyklatoru, ktery byl naprogramovan pro
amplifikaci fragmentu DNA druhu Bifidobacterium longum — program MATSUKI (Matsuki a
kol., 1999 ):

1. krok — denaturace (94 °C/20 s)

2. krok — pfipojeni primert ( 55 °C/20 s)

3. krok — syntéza DNA (72 °C/30 s)
Kroky se opakovaly celkem 35x. Pfed prvnim krokem byla provedena denaturace
95 °C/S min. Posledni krok syntézy byl 72 °C/5 min. Po skonceni amplifikace byl vzorek
ochlazen na 10 °C, coz slouzilo ke kratkému uchovani PCR produkta.
3.1.5.20 Citlivost PCR pro rod Bifidobacterium

Jako DNA matrice poslouzila DNA druhu Bifidobacterium longum CCM 3746. Bylo
pripraveno 6 vzorkd s riznou koncentraci, které byly 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul,
100 fg/ul a 10 fg/ul.

Pomoci PCR za pouziti rodové specifickych primert byl amplifikovan fragment 523 bp.
Dvéma pouzitymi primery byly Bifl64 (sekvence bazi GGGTGGTAATGCCGGATG) a
Bif662 (sekvence bazi CCACCGTTACCGGGAA) (Matsuki a kol., 1999 ).

Bylo pfipraveno 25 ul PCR smési v tomto potadi:

1. 19 ul vody pro PCR
2,5 ul 10x reak¢éniho pufru kompletniho
0,5 ul smési ANTP (10 mM)
0,5 pl primeru Bif164 (10 pmol/ul)
0,5 pl primeru Bif662 (10 pmol/ul)
1 ul DNA polymerasy Top Bio 1.1 (1U/pl)
7. 1 ul DNA matrice
Negativni kontrola - misto 1 ul DNA byl ptfidédn 1 pl PCR vody.
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Vzorky byly opatrné promichdny a umistény do cyklatoru, ktery byl naprogramovan pro

amplifikaci fragmentu DNA rodu Bifidobacterium — program KOK (Kok a kol. 1996):
1. krok — denaturace (94 °C/5 min)
2. krok — pfipojeni primert ( 55 °C/1 min)
3. krok — syntéza DNA (72 °C/2 min)

Kroky se opakovaly celkem 35x. Pifed prvnim krokem byla provedena denaturace
94 °C/5 min. Posledni krok syntézy byl 72 °C/5 min. Po skonceni amplifikace byl vzorek
ochlazen na 10 °C, coz slouzilo ke kratkému uchovani PCR produkta.
3.1.5.21 Polymerazova ietézova reakce(PCR) — identifikace rodu Bifidobacterium

Program, podle které¢ho probihala PCR, byl KOK.

Bylo pfipraveno 25 pul PCR smési v tomto potadi:

1. 17 pl vody pro PCR
2,5 ul 10x reakéniho pufru kompletniho
0,5 ul smési ANTP (10 mM)
0,5 pl primeru Bif164 (10 pmol/ul)
0,5 pl primeru Bif662 (10 pmol/pl)
1 ul DNA polymerasy Top Bio 1.1 (1U/ul)
7. 3 ul DNA matrice

Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola, kdy byl pouzit 1 pl DNA matrice,
jenz pochézela z Cisté bakteridlni kultury Bifidobacterium longum CCM 3764, a tim padem
byl objem PCR vody 19 pul. Negativni kontrola - misto 1 pl DNA byl pfidan 1 ul PCR vody.

Vzorky byly opatrné promichany a umistény do cyklatoru, ktery byl naprogramovan pro
amplifikaci fragmentu DNA rodu Bifidobacterium — program KOK (Kok a kol. 1996):

1. krok — denaturace (94 °C/5 min)
2. krok — ptipojeni primert ( 55 °C/1 min)
3. krok — syntéza DNA (72 °C/2 min)

Kroky se opakovaly celkem 35x. Pfed prvnim krokem byla provedena denaturace
94 °C/5 min. Posledni krok syntézy byl 72 °C/5 min. Po skonceni amplifikace byl vzorek
ochlazen na 10 °C, coz slouzilo ke kratkému uchovani PCR produkti.
3.1.5.22 Gelova elektroforéza — detekce PCR produktu

Byl ptipraven 1,8 % (pro 250 bp), nebo 1,5 % (pro 831 bp) agarosovy gel. Ke vzorkl po
PCR bylo ptidano 5 pl PCR vkladaciho pufru a nasledné byly vzorky naneseny do komiirek.
Dale byla na gel nanesena negativni kontrola, pozitivni kontrola a DNA standard 100 bp
zebticek. Podminky provedeni elektroforézy byly 50 V/3 h, 0,5x TBE puftr. Pak nasledovala
detekce pod DNA v UV svétle po hodinovém barveni v 500 ml ethidium bromidu o
koncentraci 0,5 pl/ml.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni koncentrace bakterialni DNA pro pripravu hmotnostnich
standardi

Bylo provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA, kterda byla
pouzita k ptipravé hmotnostniho standardu pii gelové elektroforéze. Z absorbance pii 260 nm
byla vypocitdna koncentrace DNA ve vzorku (35 ng/ul). Z poméru Azeonm/Azs0nm byla
stanovena Cistota DNA; byl vypocten pomér 1,59 coz svéd¢i o znecisténi DNA proteiny.

4.2 Izolace bakterialni DNA pomoci magnetické nosice P(HEMA-co-GMA)
z hrubych lyzati bunék s riiznym poradim komponent

4.2.1 Magneticka separace a PCR

Optimalizace byla provedena v Sesti opakovanich. Primémé mnozstvi eluované DNA je
uvedeno v Tabulce 11, primér zbytkového mnoZstvi v supernatantech je uveden
v Tabulce 12. Se ziskanymi eludty byla provedena PCR, pted kterou byla nejprve provedena
citlivost nastavené¢ho programu LBC ROD. Gelova elektroforéza PCR produktli na agarose
pro zjiSténi citlivosti je uveden na Obrazku 4, pod ktery je uvedeno i schéma naneseni vzorkl
na gel. Agarosova gelova elektroforéza PCR produktli po magnetické separaci bakteridlni
DNA je uvedena na Obrazku 5, vysledky intenzit PCR produkti v Tabulce 13.

Tabulka 11: Mnozstvi izolované DNA v eluatu za pouziti magnetickych mikrocastic
P(HEMA-co-GMA).

Separacni. smés P(HEMA-co-GMA) | Detekce
(mg/ml) DNA

1 2 +
1 5 ++
1 10 ++
2 2 ++
2 5 ++
2 10 +
3 2 -
3 5 +
3 10 -
4 2 -
4 5 -
4 10 -
5 2 -
5 5 +
5 10 -
6 2 +
6 5 ++
6 10 +

- DNA nebyla detekovana

+ DNA detekovano v malém mnozZstvi

++  DNA detekovana ve vétSim mnozstvi
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Tabulka 12: Mnozstvi DNA v supernatantech po adsorpci DNA na magnetické mikrocastice
P(HEMA-co-GMA).

Separa¢ni smés P(HEMA-co-GMA)
(mg/ml) Detekce DNA

1 2 +++
1 5 et
1 10 +++
2 2 +++
2 5 +++
2 10 ++
3 2 ++
3 5 ++
3 10 ++
4 2 ++
4 5 ++
4 10 +

5 2 +++
5 5 ot
5 10 ++
6 2 +++
6 5 e
6 10 +++

+ DNA detekovano v malém mnoZstvi

++  DNA detekovana ve ve€tSim mnozstvi
+++ DNA detekovana ve velkém mnozstvi
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Obrazek 4: Citlivost PCR (program LBC ROD) pro rod Lactobacillus.
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DNA Detekce PCR produktu
NK
100 bp zebticek
1 ng/pl
100 pg/ul
10 pg/ul
1 pg/ul
100 fg/pl
10 fg/ul
NK — negativni kontrola
- ... PCR produkt nebyl detekovan
+ ... PCR produkt byl detekovan
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Obrazek 5: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti. DNA matrice byla ziskana za
pouziti Sesti separacnich smési srtiznym potadim ptidavanych komponent a s riznou
koncentraci P(HEMA-co-GMA). V béhu 1 je negativni kontrola, v béhu 2 standard 100 bp
zebrticek a v bézich 3-20 vzorky.
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Tabulka 13: Celkové zhodnoceni intenzity PCR produktu

. . | P(HEMA-co-GMA) | Béh

SeparaCni smés (mg/ml) Intenzita PCR produktu (250 bp)
1 2 3 +++
1 5 4 +++
1 10 5 +++
2 2 6 +++
2 5 7 +++
2 10 8 ++
3 2 9 ++
3 5 10 ++
3 10 11 +
4 2 12 +
4 5 13 ++
4 10 14 ++
5 2 15 +
5 5 16 ++
5 10 17 ++
6 2 18 ++
6 5 19 ++
6 10 20 S

+  PCR produkt detekovan slabé
++  PCR produkt detekovan ve vétsim mnozstvi
+++ PCR produkt detekovan ve velkém mnozZstvi

Byly testovany ctyfi doby eluce: 15, 30, 45, 60 minut. Nejvétsi mnozstvi eluované DNA
bylo docileno po 30 minutach eluce. Po 45 minutich bylo také eluovano relativné velké
mnozstvi DNA, ale také mnoho DNA zlstavalo po naneseni na gel v komtirkach - proto bylo
od této doby upusténo. Jako nejméné vhodna doba eluce se jevila doba 60 minut. Dale byl
sledovan vliv riznych koncentraci P(HEMA-co-GMA). Protoze mnoZstvi separované DNA
bylo nizké na gelu bylo detekovano malé¢ mnozstvi DNA, kterd vSak byla v mnozstvi a
kvalité vhodné pro PCR.

Celkové zhodnoceni jednotlivych separacnich smési:

Separacni smés 1:

Celkové se poradi fadilo mezi nejlepsi. Byla zjisténa pfimd uméra mezi mnozstvi izolované
DNA a koncentraci P(HEMA-co-GMA).

Separacni smés 2:

Toto potadi vykazovalo také dobré vysledky pii vSech pouzitych koncentracich. P(HEMA-co-
GMA).

Separacni smés 3:

Poradi se dle své ucinnosti izolace DNA fadilo mezi praiméerné.

Separacni smés 4:

Potadi se fadilo mezi nejhorsi, i kdyz byla zjisténa piimé uméra mezi koncentraci P(HEMA-
co-GMA) a intenzitou PCR produktu.

Separacni smés 5:

Celkové se potadi jevilo jako nejhorsi.
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Separacni smés 6:
Potfadi se fadilo mezi nejlepsi, obzvlasté¢ pii koncentraci P(HEMA-co-GMA) 2 mg/ml.
S rostouci koncentraci magnetického nosice se ale intenzita PCR produktli snizovala.

4.3 Optimalizace metody adsorpce DNA na magnetické mikrocastice

4.3.1 Magneticka separace

Jelikoz byla zndma koncentrace pouzité DNA, tak bylo mozné spektrofotometricky stanovit
absorbance DNA v eluatech a nasledné tyto hodnoty piepocist na procentualni vytézek, coz je
uvedeno v Tabulce 14.

Tabulka 14: Mnozstvi eluované DNA v zavislosti na podminkéch separace.

Primérny vytézek DNA
PEG (Mh) PEG (%) MN (%)
600 4 P(HEMA-co-GMA) 5,08
600 4 MS 5,18
600 8 P(HEMA-co-GMA) 4,84
600 8 MS 7,21
600 12 P(HEMA-co-GMA) 8,52
600 12 MS 5,88
600 16 P(HEMA-co-GMA) 7,18
600 16 MS 4,71
6000 4 P(HEMA-co-GMA) 6,38
6000 4 MS 6,68
6000 8 P(HEMA-co-GMA) 5,48
6000 8 MS 7,98
6000 12 P(HEMA-co-GMA) 9,22
6000 12 MS 10,29
6000 16 P(HEMA-co-GMA) 8,62
6000 16 MS 9,39

MN - magneticky nosic¢
MS — magnetické sklo

Optimalizace byla provadéna za ucelem zjisténi vhodnych podminek pro izolaci genomové
DNA z cisté bakteridlni kultury Lactobacillus paracasei ssp. paracasei a pro identifikaci rodu
Lactobacillus ve vybranych mlé¢nych vyrobcich.

Vzhledem k tomu, ze byla znama koncentrace modelové DNA bylo mozné vyhodnotit
mnozstvi separované DNA za pouziti riiznych magnetickych nosict a za riznych podminek
separace. Stanoveni koncentrace bylo provedeno spektrofotometricky. Ze spoctenych hodnot
bylo zjiSténo, Ze pti pouziti magnetického skla bylo izolovano vice DNA, ale rozdily nejsou
vyznamné. S rostouci koncentraci a molekulovou hmotnosti PEG vzriista mnozstvi izolované
DNA. Vysledky jsou statisticky vyhodnocovany.

Prace s obéma magnetickymi nosi¢em byla dobrd. Magnetické sklo mé& slabsi magnetické
vlastnosti, coz se projevilo delsi dobou separace Castic.
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4.4 lIzolace DNA z bakterialni kultury Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

4.4.1 Magneticka separace a PCR

Celkové zhodnoceni vSech vysledkli separace DNA je uvedeno v Tabulce 15, mnozstvi
DNA zbylé v supernatantech v Tabulce 16, Vyhodnoceni intenzit amplikoni je uvedeno
v Tabulce 17 a obrazek agarosové gelové elektroforézy po PCR na Obrazku 6. Jelikoz byla
znama koncentrace DNA ve vychozim vorku (15,66 pg/ml), tak bylo mozné stanovit vytézek
DNA po magnetické separaci (Tabulka 18). Koncentrace RNA ve vychozim vzorku byla také
znama (376 pg/ml), a proto byla stanoveno mnozstvi eluované RNA, které se eluuje spolu s
DNA, (Tabulka 19).

Tabulka 15: Mnozstvi izolované¢ DNA pfi pouziti magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-
GMA) a magnetického skla

Detekce
PEG(Mh)| PEG (%) MN DNA
600 4 P(HEMA-co-GMA) -
600 4 MS -
600 8 P(HEMA-co-GMA) -
600 8 MS -
600 12 P(HEMA-co-GMA) -
600 12 MS -
600 16 P(HEMA-co-GMA) +
600 16 MS +
6000 4 P(HEMA-co-GMA) -
6000 4 MS -
6000 8 P(HEMA-co-GMA) +
6000 8 MS +
6000 12 P(HEMA-co-GMA) +
6000 12 MS +
6000 16 P(HEMA-co-GMA) +
6000 16 MS +

MN ... magneticky nosic¢

MS ... magnetické sklo

- DNA nebyla detekovana

+ DNA detekovano v malém mnozstvi
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Tabulka 16: Mnozstvi DNA v supernatantech po adsorpci bakterialni DNA na magnetické
mikrocastice P(HEMA-co-GMA) a magnetické sklo.

PEG
(Mh) PEG (%) MN Detekce DNA
600 4 P(HEMA-co-GMA) -+
600 4 MS +++
600 8 P(HEMA-co-GMA) +++
600 8 MS +++
600 12 P(HEMA-co-GMA) +++
600 12 MS +++
600 16 P(HEMA-co-GMA) ++
600 16 MS ++
6000 4 P(HEMA-co-GMA) +++
6000 4 MS +++
6000 8 P(HEMA-co-GMA) ++
6000 8 MS ++
6000 12 P(HEMA-co-GMA) ++
6000 12 MS ++
6000 16 P(HEMA-co-GMA) ++
6000 16 MS ++

MN — magneticky nosi¢

MS — magnetické sklo

+ DNA detekovano v malém mnozZstvi
++  DNA detekovana ve vétsim mnozstvi
+++ DNA detekovana ve velkém mnozZstvi

9 10 11 12 13 14 13 16 17 18§ 149

Obrazek 6: Gelova eléktroforéza PCR pfodﬁi(tu (250.b-p). Negatini kontrola byla v béhu 1,
pozitivni kontrola v béhu 2, DNA matrice ziskana za riznych podminek separace v bézich 4 -
19.
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Tabulka 17: Intenzita PCR produktli po separaci bakteridlni DNA magnetickymi Casticemi

PEG B¢h
(Mh) PEG (%) MN Intenzita PCR produktu
600 4 P(HEMA-co-GMA) 4 +
600 4 MS 5 ++
600 8 P(HEMA-co-GMA) 6 +
600 8 MS 7 ++
600 12 P(HEMA-co-GMA) 8 ++
600 12 MS 9 ++
600 16 P(HEMA-co-GMA) 10 +++
600 16 MS 11 +++
6000 4 P(HEMA-co-GMA) 12 ++
6000 4 MS 13 ++
6000 8 P(HEMA-co-GMA) 14 +++
6000 8 MS 15 +++
6000 12 P(HEMA-co-GMA) 16 +++
6000 12 MS 17 +++
6000 16 P(HEMA-co-GMA) 18 +H+
6000 16 MS 19 +++

MN — magneticky nosic¢
MS — magnetické sklo
+ DNA detekovano v malém mnozstvi
++  DNA detekovana ve veétSim mnozstvi
+++ DNA detekovana ve velkém mnozstvi

Tabulka 18: Mnozstvi se

arované bakterialni DNA za riiznych podminek adsorpce

PEG(Mh) | PEG (%) MN Vytezek DNA (%)
600 4 P(HEMA-co-GMA) 0,32
600 4 MS 1,57
600 8 P(HEMA-co-GMA) 0,34
600 8 MS 0,77
600 12 P(HEMA-co-GMA) 0,42
600 12 MS 1,42
600 16 P(HEMA-co-GMA) 1,90
600 16 MS 4,74
6000 4 P(HEMA-co-GMA) 0,56
6000 4 MS 1,07
6000 8 P(HEMA-co-GMA) 2,31
6000 8 MS 431
6000 12 P(HEMA-co-GMA) 4,50
6000 12 MS 5,96
6000 16 P(HEMA-co-GMA) 421
6000 16 MS 7,78

MN — magneticky nosi¢
MS — magnetické sklo
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Tabulka 19: Mnozstvi eluované RNA za riznych podminek separace.

Eluat| PEG (Mh)| PEG (%) | MN (0,2 mg/ml) Vyteézek RNA (%)
1 600 4 P(HEMA-co-GMA) 0,16
2 600 4 MS 0,26
3 600 8 P(HEMA-co-GMA) 0,18
4 600 8 MS 0,35
5 600 12 P(HEMA-co-GMA) 0,27
6 600 12 MS 0,67
7 600 16 P(HEMA-co-GMA) 0,55
8 600 16 MS 1,11
9 6000 4 P(HEMA-co-GMA) 0,26
10 | 6000 4 MS 0,35
11 | 6000 8 P(HEMA-co-GMA) 0,54
12 | 6000 8 MS 1,05
13 | 6000 12 P(HEMA-co-GMA) 0,83
14 | 6000 12 MS 1,42
15 | 6000 16 P(HEMA-co-GMA) 1,07
16 | 6000 16 MS 1,76

MN — magneticky nosic¢
MS — magnetické sklo

Koncentrace eluované DNA byly velmi nizké, a proto nebylo mozné DNA detekovat
pomoci agarosové gelové elektroforézy. Proto bylo pouZzito fluorometrické stanoveni
koncentrace separované DNA. Vychozi koncentrace DNA bakteridlni kultury Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei byla 15,66 pug/ml. S rostouci molekulovou hmotnosti a koncentraci
PEG se zvySovalo eluované mnozstvi DNA. Rozdily byly i v pouZitych magnetickych
mikrocasticich. Magnetickym sklem bylo izolovano vet$i mnozstvi DNA. Z magnetickych
mikrocastic se eluuje jen velmi malé mnozstvi RNA. Byl zjistén stejny trend jako u mnozstvi
eluované DNA pfi pouziti PEG o riizné molekulové hmotnosti a koncentraci v smési.

Amplifikace prob¢hla u vSech vzorkd, ale byly ziskdny PCR produkty o rtizné intenzité.
Nejintenzivngj$i amplikony byly ziskany u vzorkl ve kterych byla DNA izolovana v prostiedi
PEG o molekulové hmotnosti 6000.

Rozdily v pouziti riznych magnetickych nosicli nebyly zasadni, prace s nosicem P(HEMA-
co-GMA) byla ale snaz$i. Oproti magnetickému sklu Ize mikrocastice dobie separovat
pomoci magnetického separatoru. Nedochazelo k tomu, Ze castice zlstavaly rozptyleny
Vv supernatantu.

4.5 Identifikace rodu Lactobacillus v tekutych mléénych vyrobcich

4.5.1 Magneticka separace (standardni postup) a PCR

Mnozstvi DNA izolované¢ pomoci mikrocastic P(HEMA-co-GMA) je wuvedeno
v Tabulce 20, pomoci magnetického skla v Tabulce 22. Mnozstvi zbytkové DNA
v supernatantech po separaci mikrocasticemi P(HEMA-co-GMA) je uvedeno v Tabulce 21,
po separaci magnetickym sklem v Tabulce 23. Se ziskanymi eludty byla provedena PCR pro
identifikaci rodu Lactobacillus. Intenzity PCR produkti, kdy byla DNA izolovéna
mikro¢asticemi P(HEMA-co-GMA), jsou uvedeny v Tabulce 24 a na Obrazku 7.
V Tabulce 25 a na Obrazku 8 jsou uvedeny vysledky PCR pro DNA separovanou
magnetickym sklem.
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Tabulka 20: Mnozstvi izolované DNA za pouziti magnetickych mikro¢astic P(HEMA-co-

GMA).

PEG

(Mh) | PEG (%) | DNA |Detekce DNA
600 8 A -
600 8 B -
600 8 C -
600 8 D -
600 16 A -
600 16 B -
600 16 C -
600 16 D -
6000 8 A -
6000 8 B -
6000 8 C -
6000 8 D -
6000 16 A -
6000 16 B -
6000 16 C -
6000 16 D -

A - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku A
B - eluat DNA z mlécného vyrobku B
C - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku C
D - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku D
- DNA nebyla detekovéana

45



Tabulka 21: Mnozstvi DNA v supernatantech po adsorpci DNA na magnetické mikrocastice
P(HEMA-co-GMA).

PEG
(Mh) | PEG (%) | Vzorek | Detekce DNA
600 8 A +
600 8 B +
600 8 C +
600 8 D +
600 16 A +
600 16 B +
600 16 C +
600 16 D +
6000 8 A +
6000 8 B +
6000 8 C +
6000 8 D +
6000 16 A +
6000 16 B +
6000 16 C +
6000 16 D +
A — supernatant mlééné¢ho vyrobku A
B — supernatant mlécného vyrobku B
C — supernatant mlé¢ného vyrobku C
D — supernatant mlé¢ného vyrobku D
+ DNA detekovano v malém mnoZstvi

46



Tabulka 22: Mnozstvi izolované DNA za pouziti magnetického skla.

PEG Mh | PEG (%) | DNA | Detekce DNA
600 8 A -
600 8 B -
600 8 C -
600 8 D -
600 16 A -
600 16 B -
600 16 C -
600 16 D -

6000 8 A -
6000 8 B -
6000 8 C -
6000 8 D -
6000 16 A -
6000 16 B -
6000 16 C -
6000 16 D -

A - eluat z mlé¢ného vyrobku A
B - eluat z mlééného vyrobku B
C - eluat z mlééného vyrobku C
D - eluat z mlé¢ného vyrobku D
- DNA nebyla detekovéana

Tabulka 23: Mnozstvi DNA v supernatantech po adsorpci DNA na magnetické sklo.

PEG Mh | PEG (%) | DNA | Detekce DNA
600 8 A +
600 8 B +
600 8 C +
600 8 D +
600 16 A +
600 16 B +
600 16 C +
600 16 D +
6000 8 A +
6000 8 B +
6000 8 C +
6000 8 D +
6000 16 A +
6000 16 B +
6000 16 C +
6000 16 D +

A — supernatant mlécného vyrobku A
B — supernatant mlééného vyrobku B
C — supernatant mlééného vyrobku C
D — supernatant mlééného vyrobku D
+ DNA detekovano v malém mnozstvi

47



1 2 3 4 3 g ¥ & &8 10 11 12 13 14 15 16 17 158 19

Obrézek 7: Agarosvél gelova elektroforéza PCR produkfu (25p). Bé 1: negativni
kontrola, béh 2: DNA standard (zebftic¢ek), beéhy 3-18: PCR produkty (viz. Tabulka 25), b¢h
19: pozitivni kontrola.

Tabulka 24: Intenzita PCR produktli po izolaci DNA z mlécného vyrobku magnetickymi
mikrocasticemi P(HEMA- co-GMA).

PEG
(Mh) | PEG (%) | DNA PCR produkt
600 8 A +
600 8 B +
600 8 C -
600 8 D -
600 16 A ++
600 16 B ++
600 16 C -
600 16 D -
6000 8 A +
6000 8 B +++
6000 8 C -
6000 8 D +
6000 16 A ++
6000 16 B +++
6000 16 C +
6000 16 D ++

A - eluadt DNA z mlé¢ného vyrobku A

B - eluat DNA z mlééného vyrobku B

C - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku C

D - eluat DNA z mlééného vyrobku D

- PCR produkt nebyl detekovan

+  PCR produkt detekovan slab¢

++  PCR produkt detekovan ve vétsim mnozstvi
+++ PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi
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Obrazek 8: Agarosova gel elektroforéza PCR produktu (250 bp). B&h 1: negativni
kontrola, béh 2: DNA standard (zebticek), béhy 3-18: PCR produkty (viz. Tabulka 26),
beh 19: pozitivni kontrola.

Tabulka 25: Zhodnoceni intenzit PCR produkti. DNA byla separovana magnetickym sklem.

PEG
(Mh) | PEG (%) | DNA [ Intenzita PCR produktu
600 8 A +
600 8 B +++
600 8 C +
600 8 D ++
600 16 A ++
600 16 B +++
600 16 C +
600 16 D +
6000 8 A +++
6000 8 B +++
6000 8 C +
6000 8 D ++
6000 16 A +
6000 16 B +++
6000 16 C ++
6000 16 D ++

A - eluat DNA z mlécného vyrobku A

B - eluat DNA z mlééného vyrobku B

C - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku C

D - eluat DNA z mlécného vyrobku D

+  PCR produkt detekovan slabé

++  PCR produkt detekovan ve vétsim mnozstvi
+++ PCR produkt detekovan ve velkém mnozZstvi

Byly vybrany 4 tekut¢ mlécné vyrobky. Ani jeden =z vyrobkii nebyl obarven
potravinaiskymi barvivy a vSechny mély deklarovan obsah bakterie rodu Lactobacillus. Z
hrubych lyzat byla provedena separace DNA pomoci dvou druhti magnetickych mikrocastic,
pii pouziti PEG o riizné molekulové hmotnosti a rizné koncentraci. Gelovou elektroforézou
nebyla DNA detekovana v eluatech ale byla detekovéana v supernatantech..
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Zhodnoceni podminek separace a identifikace bakterii rodu Lactobacillus bylo provedeno
po zjisténi intenzity PCR produkti. Nejprve byl program LBC ROD nastaven na 30 cykla.
Ziskané¢ PCR produkty mély v mnoha piipadech velmi nizkou intenzitu nebo nebyly
detekovany. Proto byl pocet cykli zvysen na 39. Vysledky jsou vyhodnoceny v Tabulkach 24
a 25. Dle intenzit PCR produkti se lze usouzovat, Ze vice DNA bylo izolovano pomoci
separaci rozptylené v separacnim smési (byly mén¢ magnetické) a v n€kolika ptipadech byly
odebrany se supernatantem, coZ u magnetickych mikrocastic P(HEMA-co-GMA)
nenastavalo. Dal§im kritériem pro posouzeni mnozstvi separované DNA byla molekulova
hmotnost PEG. Vice DNA bylo izolovano za pouziti PEG o vyS$$i molekulové hmotnosti a
mnozstvi separované DNA vzrlstalo se vzristajici vyslednou koncentraci PEG.

4.6 Identifikace rodu Lactobacillus v tekutych mléénych vyrobcich

4.6.1 Studium chovani DNA ve dvoufazovém systému

Pted aplikaci dvoufazového systému (kapalina-kapalina) na redlné vzorky bylo provedeno
studium chovani DNA v modelovém systému. Nejprve byl sledovano chovani DNA
z kutecich erytrocytt (1 mg/ml). Fotografie agarosové gelové elektroforézy je uvedena na
Obrazku 9, v Tabulka 26 je schéma naneseni vzorkl na gel a popis chovani DNA. Nésledné
bylo studovano chovani DNA izolované z bakteridlni kultury Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei (485 ng/ul). Fotografie agarosové gelové elektroforézy je na Obrazku 10 a schéma
neneseni vzorkill na gel se zhodnocenim vysledkii v Tabulce 27.

10

16 17 1 0 2 22 23 24

o S A -

Obrazek 9. Agarosova gelova elektroforéza. DNA zkufecich erytrocytdi — dvoufazovy
systému (kapalina-kapalina).
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Tabulka 26: Schéma naneseni vzorku na

el pti studiu chovani DNA z kutecich erytrocyta .

16% PEG (NH4)>SO4

Béh| Faze DFS (Mh) (%) DNA
1 ne 600 6,13 +
2 ne 600 9,95 +
3 ne 600 13,76 +
4 ano 600 17,57 -
5 ne 6000 6,13 +
6 T ano 6000 9,95 -
7 =] ano 6000 13,76 +
8 ano 6000 17,57 -
9 ne 8000 6,13 -
10 ano 8000 9,95 +
11 ano 8000 13,76 +
12 ano 8000 17,57 +
13 ne 600 6,13 -
14 ne 600 9,95 -
15 ne 600 13,76 -
16 ano 600 17,57 +
17 ne 6000 6,13 -
18| 9 ano 6000 9,95 -
19 = ano 6000 13,76 +
20 ano 6000 17,57 +
21 ano 8000 6,13 -
22 ano 8000 9,95 +
23 ano 8000 13,76 +
24 ano 8000 17,57 +

Koncentrace NaCl 3,52 %.

- DNA nebyla detekovana

+  DNA byla detekovana

51



Obrazek 10: Agarosova gelova -elektroforéza DNA izolované z bakteridlni kultury.
Dvoufazovy vodny systém (kapalina-kapalina).

Tabulka 27: Schéma naneseni vzorkd na gel pii studiu chovani bakteridlni DNA ve
dvoufazovém systému.

16% PEG (NH4),S0,4
Béh Faze DFS (Mh) (%) DNA

1 ne 600 13,76 +
2 ano 600 17,57 -
3 T ano 6000 13,76 -
4 =] ano 6000 17,57 +
5 ano 8000 13,76 -
6 ano 8000 17,57 +
7 ne 600 13,76 -
8 ano 600 17,57 +
9 ~ ano 6000 13,76 +
10 5. ano 6000 17,57 +
11 ano 8000 13,76 +
12 ano 8000 17,57 +

Koncentrace NaCl 3,52 %.

- DNA nebyla detekovana

+  DNA byla detekovana
Pro vytvoreni dvoufazového systému byla pouzita smés nasledujicich slozek: PEG o riizné

molekulové hmotnosti (600, 6000 a 8000 g/mol) a vysledné koncentraci 16%hm., siran
amonny o ruznych vyslednych koncentracich (6,13%; 9,95%; 13,76%; 17,57%) a NaCl o
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vysledné koncentraci 3,52%. Ctyfi rtizné koncentrace siranu amonného byly pouzity pfi
studium chovani DNA z kufecich erytrocytl; pfi pouZiti bakterialni DNA byly pouZzity dvé
nejvyssi koncentrace siranu amonného.

Z Tabulek je zfejmé, za jakych podminek byl vytvofen dvoufdzovy systém a ve které fazi
byla DNA detekovéna. Zjisténi do které fadze DNA piejde bylo pro dalsi praci nutné, protoze
v druh¢ varianté byly magnetické mikroc¢astice ptidavany do smési az po odebrani faze chudé
na DNA (‘horni féze), tedy ve skute¢nosti ke spodni fazi.

4.6.2 1Izolace DNA z tekutych mléénych vyrobcich s naslednou PCR

DNA byla izolovana ze ¢tyt vzorkl tekutych mléénych vyrobkl s pouzitim postupt I-1V
(viz, 3.1.5.11). Postup IV nebylo mozné vyhodnotit - divod je diskutovan na konci této
kapitoly.

S eluaty ziskanymi postupy I, II a III byla provedena PCR pro identifikaci rodu
Lactobacillus. Intenzity PCR produktli, kdy byla DNA izolovana postupy I a II pomoci
magnetickych mikro¢astic PAHEMA-co-GMA), coz nese oznaCeni MS1 a magnetického skla,
coz bylo oznaceno jako MS2, jsou uvedeny v Tabulce 28; v Tabulce 29 jsou vyhodnoceny
vysledky po izolaci DNA Postupem III pomoci magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-
GMA) (MS1) a magnetického skla (MS2). Agarosové gelové elektroforézy PCR produktt
(DNA izolovana postupy I-IIT) jsou na Obrazcich 11-16.

1 2 3 4 5 6B F 8 a 1011 12 13 14 5 16 17 18 19 20

22 023 024 25 28 27 23

¥

Obrazek 11: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti. DNA byla izolovana postupem I
pomoci magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-GMA). Béh 1: negativni kontrola, béh 2:
pozitivni kontrola, béhy 3-19, 22-28: PCR produkty (viz Tabulka 28); b¢hy 20 a 21: DNA
standard (100 bp zebticek).
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Obrazek 12: Agarosova gelov elektroforéza PCR produkti. DNA izolovdna postupem I
pomoci ¢astic magnetického skla. Béh 1: negativni kontrola, béh 2: pozitivni kontrola, béhy 3
a 21 DNA standard (100 bp zebfticek), behy 4-20, 21-28: PCR produkty (viz Tabulka 28).

B

Bl v e e -

Obrazek 13: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti. DNA byla izolovana postupem II
pomoci magnetickych mikroc¢astic P(HEMA-co-GMA). Béh 1: negativni kontrola, béh 2:
pozitivni kontrola, béhy 3 a 16: DNA standard (100 bp zebticek), béhy 4-15, 17-28: PCR
produkty (viz Tabulka 28).

54



250 bp

19 20 M 22 23 24 25 26 A7 28

Obrazek 14: Agarosova gelova elektrofrzC prduktﬁ. DNA byla izolovéana postupem II
pomoci ¢astic magnetického skla. Béh 1: negativni kontrola, béh 2: pozitivni kontrola, béhy 3
a 16: DNA standard (100 bp zZebticek), béhy 4-15, 17-2: PCR produkty (viz. Tabulka 28).

m 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28

Obrazek 15: Agarosova gelova -elektroforéza PCR produkti. DNA byla izolovana
postupem III pomoci magnetickych mikrocastic P(HEMA-co-GMA). B¢h 1: negativni
kontrola, beh 2: pozitivni kontrola, béh 3 a 21: DNA standard (100 bp zebticek), béhy 4-20,
21-28: PCR produkty (viz Tabulka 29).
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Obrazek 16: Agarosova gelova elektroforéza PCR produkti. DNA byla izolovadna
postupem III pomoci ¢astic magnetického skla. Beh 1:.negativni kontrola, béh 2: pozitivni
kontrola, béhy 3 a 16: DNA standard (100 bp zebricek), béhy 4-15, 17-28: PCR produkty
(viz. Tabulka 29).
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Tabulka 28: Zhodnoceni intenzit PCR produkti. DNA byla separovana postupy I a II. Byly

pouzity magnetické mikroc¢astice P(HEMA-co-GMA) a magnetické sklo.

Vzorek| PEG (NH4),SO4 Postup | Postup 11
(Mh) (%) Béh| MS1 | MS2 | MS1 | MS2
A 600 13,76 3 + + + +
B 600 13,76 4 + + + ++
C 600 13,76 5 + - + +
D 600 13,76 6 - - + +
A 600 17,57 7 - + + +++
B 600 17,57 8 | ++ | | A+ | A+
C 600 17,57 9 - - + +
D 600 17,57 10 | - - + +
A 6000 13,76 11| + - ++ +
B 6000 13,76 12| + ++ |
C 6000 13,76 13 - - + +
D 6000 13,76 14| - - + +
A 6000 17,57 15| + + ++ +
B 6000 17,57 16 | + + |
C 6000 17,57 17| + - + -
D 6000 17,57 18 | - - e +
A 8000 13,76 19| - - +++ | ++
B 8000 13,76 22| - - | A
C 8000 13,76 23 | + - + +
D 8000 13,76 24 | - - -+ +
A 8000 17,57 25| + - ++ | 4+
B 8000 17,57 26 | - - |
C 8000 17,57 27 | + ++ + +
D 8000 17,57 28 | + - ++ +

A - eluat DNA z mlécného vyrobku A

B - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku B
C - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku C

D - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku D
MS1 — magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA)
MS2 — ¢astice magnetického skla
- nedetekovan zadny PCR produkt

- PCR produkt nebyl detekovan

+  PCR produkt detekovan slab¢

++  PCR produkt detekovan ve vétsim mnoZstvi
+++ PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi
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Tabulka 29: Zhodnoceni intenzit PCR produktii. DNA byla separovana postupem III. Byly
pouzity magnetické mikroc¢astice P(HEMA-co-GMA) a magnetické sklo.

PEG (Mh) | (NH,4),S0; (%) Castice
Vzorek Béh| MSI1 MS2

A 600 13,76 4 + +
B 600 13,76 5 + ++
C 600 13,76 6 + +
D 600 13,76 7 - -
A 600 17,57 8 + +
B 600 17,57 9 - +
C 600 17,57 10 - -
D 600 17,57 11 - -
A 6000 13,76 12 + +
B 6000 13,76 13 - +
C 6000 13,76 14| + +
D 6000 13,76 15| + +
A 6000 17,57 16 | + +
B 6000 17,57 17 - -
C 6000 17,57 18 - -
D 6000 17,57 19 - +
A 8000 13,76 20| + +
B 8000 13,76 2| + +
C 8000 13,76 23 - +
D 8000 13,76 24 - +
A 8000 17,57 25| + +
B 8000 17,57 26| + +
C 8000 17,57 27 - +
D 8000 17,57 28 - -

A - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku A

B - eluat DNA z mlééného vyrobku B

C - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku C

D - eluat DNA z mlé¢ného vyrobku D

MS1 magnetické mikro¢astice P(HEMA-co-GMA)
MS2 — ¢astice magnetického skla

- PCR produkt nebyl detekovan

+  PCR produkt detekovan slab¢

++  PCR produkt detekovan ve vétsim mnoZzstvi
+++ PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi

Program LBC ROD byl nastaven na 30 cykld. Byly ovéfovany nasledujici postupy:

Postup I:

PCR produkty, byly malo intenzivni, nebo nebyly detekovany vibec. (uvést nejlepsi
koncentraci) Z uvedeného lze vyvozovat, ze pocet cilovych molekul byl nizky nebo
eliminace inhibitori DNA byla nedostate¢na. To platilo, jak pro separaci magnetickymi
mikroc¢asticemi P(HEMA-co-GMA), tak i1 pro magnetické sklo. Mozny vliv na malé mnoZzstvi
eluované DNA méla skuteCnost, ze oba druhy magnetickych mikrocastic byly zadrzovany
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vhorni fazi., Smés bylo nutné intenzivné promichéavat; promichévani bylo ziejmé
nedostacujici pro kontakt magnetickych mikrocastic s DNA ve fazi spodni fazi.
Postup 11I:

Podle intenzit PCR produkta 1ze konstatovat, ze doSlo k eliminaci vlivu PCR inhibitora
PCR. VétSina PCR produktil byla intenzivni az velmi intenzivni (uvést nejlepsi koncentraci),
Z uvedené¢ho lze usuzovat, Ze pro identifikaci mikroorganismi v tekutych mléc¢nych
vyrobcich je tento postup velmi vhodnou metodou u tohoto typu vyrobkt (1ze to tak napsat?).

Vysledky metody jsou nejlepS$i a ve srovnani se standardnim postupem magnetické
separace (pouze PEG 6000 a NaCl, viz 3.1.5.9.) je vysledek aplikace této pro izolaci
bakterialni DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR z tekutych mlécnych vyrobkii také mnohem lepsi,
protoze pii PCR vychazejici z DNA ziskané standardnim postupem byl pocet cykli navysen
na 39 a pfi pouziti DNA ziskanych metodou B byl program nastaven na cykli 30.

Postup I11:

Postup pfi této metode se veelku shodoval s postupem I s rozdilem, Ze do separacni smési
nebyl pfidavan NaCl. Intenzita PCR produkti nasvédcuje ve prospéch postupu III, kterym
byla ziskana DNA matrice pro naslednou PCR. Lepsi vysledky byly docileny pii separaci
DNA magnetickym sklem.

Postup IV:

V postupu IV, ve kterém nebyl ptidavan 5 mol/l NaCl, nedoslo k vytvoteni dvoufazové
systétm u smeési, ve kterych byl pouzit PEG 600 a siran amonny o vysledné koncentraci
17,57%. Ze skute¢nosti, Ze DNA nebyly amplifikovana Ize vysvétlit dvéma zplisoby.

- nedoslo ke kondenzaci DNA a jeji nasledné adsorpci na magnetické Castice,
- nedoslo k odseparovani inhibitori PCR.

4.7 Identifikace bakterii druhu Bifidobacterium longum ve vzorku tvrdého syru

4.7.1 Citlivost PCR

Citlivost PCR byla provedena podle programu MATSUKI, ktera je i schématem naneseni
vzorkll na gel pfi provadéni agarosové gelové elektroforézy. Vysledek agarosové gelové
elektroforézy PCR produktl je na Obrazku 17, pod ktery je uvedeno i schéma naneseni na
gel.

Obrazek 17: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu - citlivost PCR pro druh
Bifidobacterium longum, program MATSUKI.
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10 fg/ul -
NK — negativni kontrola

- PCR produkt nebyl detekovan

+  PCR produkt detekovan slab¢

Citlivost PCR (programu MATSUKI) pti pouziti druhové specifickych primerd BiILON 1 a
BiLON 2 pro druh Bifidobacterium longum, byla 100 pg/ul DNA ve vychozim vzorku (PCR
produkt neni viditelny na Obrazku 17, ale na transilluminatoru byl slabé viditelny).

4.7.2 1Izolace DNA a PCR

Mnozstvi DNA ziskané pomoci magnetickych mikrocastic a fenolovou extrakci je uvedeno
v Tabulce 30 Mnozstvi zbytkové DNA v supernatantech pfi aplikaci metody SPRI je uvedeno
v Tabulce 31 Intenzity PCR produktli jsou vyhodnoceny v Tabulce 32 a agarosova gelova
elektroforéza na Obrazku 18.

Tabulka 30: Vyhodnoceni mnozstvi izolované DNA za pouziti magnetickych mikroc¢astic
P(HEMA-co-GMA), magnetického skla a fenolovou extrakci.

PEG (Mh) PEG (%) MN DNA [ Detekce DNA
600 8 P(HEMA-co-GMA) E -
600 8 MS E -
600 16 P(HEMA-co-GMA) E -
600 16 MS E -

6000 8 P(HEMA-co-GMA) E -
6000 8 MS E -
6000 16 P(HEMA-co-GMA) E -
6000 16 MS E -
- - - FE +

E — eluat

FE — DNA po fenolové extrakci

MN — magneticky nosi¢

MS — magnetické sklo

- DNA nebyla detekovana

+ DNA detekovana v malém mnoZstvi
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Tabulka 31: Celkové zhodnoceni mnozstvi DNA v supernatantech po adsorpci DNA na
magnetické mikro¢astice P(HEMA-co-GMA) a magnetické sklo.

PEG (Mh) PEG (%) MN Detekce DNA
600 8 P(HEMA-co-GMA) +
600 8 MS +
600 16 P(HEMA-co-GMA) +
600 16 MS +
6000 8 P(HEMA-co-GMA) +
6000 8 MS +
6000 16 P(HEMA-co-GMA) +
6000 16 MS +

S — supernatant

MN — magneticky nosic¢

MS — magnetické sklo

+ DNA detekovédna v malém mnoZstvi

¥ 1 2 34 5 B 7 8 310N 12

Obrazek 18: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu (831 bp). BEh 1: negativni
kontrola, béh 2:. pozitivni kontrola, behy 4-11:, DNA matrice ziskand za raznych podminek
separace pomoci magnetickych mikrocastic P(HEMA-co-GMA) a magnetického skla, béh 12:
DNA izolovana fenolovou extrakei.
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Tabulka 32: Zhodnoceni intenzit PCR produkti.

PEG Mh | PEG (%) MN DNA B¢h Intenzita PCR produktu
600 8 P(HEMA-co-GMA) | E 4 -
600 8 MS E 5 -
600 16 P(HEMA-co-GMA) | E 6 -
600 16 MS E 7 -

6000 8 P(HEMA-co-GMA) | E 8 -
6000 8 MS E 9 -
6000 16 P(HEMA-co-GMA) | E 10 -
6000 16 MS E 11 -
- - - FE 12 -

E — eluat

FE — DNA izolovana fenolovou extrakci
MN — magneticky nosic¢

MS — magnetické sklo

- PCR produkt nebyl detekovan

Spolu s magnetickou separaci byla provedena i fenolova extrakce, ktera byla pouzita jako
kontrola. Po fenolové extrakci byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA, ktera
¢inila 39,95 ng/ul. DNA po fenolové extrakei byla po gelové elektroforéze detekovéna, po
magnetické separaci DNA detekovana nebyla.

Nasledné byla provedena PCR, kde byly pouzity eluaty po magnetické sepraci a DNA
ziskand fenolovou extrakei. Pfitomnost druhu Bifidobacterium longum nebyla opakované
prokéazana. U pozitivni kontroly, kde byla pouzita jako DNA matrice ¢istd DNA bakterialniho
druhu Bifidobacterium longum o koncentraci 1 ng/ul, byla DNA amplifikovana. Lze
konstatovat, ze ve vzorku tvrdého syru nebyl druh Bifidobacterium longum detekovan.

Jelikoz nebyla pritomnost druhu Bifidobacterium longum, ktery mél tvrdy syr obsahovat,
byla provedena identifikace rodu Bifidobacterium a tak ovéieno, zda vzorek obsahuje bakterie
rodu Bifidobacterium.

4.7.3 Identifikace rodu Bifidobacterium ve vzorku tvrdého syru

4.7.4 Citlivest PCR

Byla provedena citlivost PCR, jenZz probihala dle programu KOK. Agarosova gelova
elektroforéza PCR produktii je na Obrazku 19, pod kterym je i uvedeno naneseni vzorkl na
gel.
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Obrazek 19: Agarosova géfdvé elektroforéza PCR produktu - citlivost PCR pro rod
Bifidobacterium, program KOK.

=
<
=

DNA Detekce PCR produktu
NK

100 bp zebiicek
1 ng/pl

100 pg/ul

10 pg/ul

1 pg/ul

Fl+ |+ |+

100 fg/pl

RN NN | (W |—

10 fg/ul -
NK — negativni kontrola

- PCR produkt nebyl detekovan

+  PCR produkt detekovan slab¢

Citlivost PCR (program KOK), pfi které byly pouzity rodové specifické primery Bifl64 a
Bif662, byla 100 fg/ul DNA bakterialniho rodu Bifidobacterium ve vychozim vzorku.

4.7.5 Provedeni PCR

Jako DNA matrice byly pouzity stejné eluaty a DNA ziskana fenolovou extrakci, jenz byly
pouzity do PCR pfi identifikaci druhu Bifidobacterium longum. Intenzity PCR produktd jsou
vyhodnoceny v Tabulce 33 a agarosova gelova elektroforéza PCR produktii je na Obrazku 20.
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Obrazek 20: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktu (523 bp). Béh 1: negativni
kontrola, béh 2: pozitivni kontrola, béhy 4 -11: DNA matrice ziskana za raznych podminek
separace pomoci magnetickych mikroc¢astic PC(HEMA-co-GMA) a magnetického skla, b&h
12: DNA, izolovana fenolovou extrakci.

Tabulka 33: Vyhodnoceni pribéhu PCR .

PEG B¢h

(Mh) PEG (%) MN DNA Intenzita PCR produktu
600 8 P(HEMA-co-GMA) | E 4 ++
600 8 MS E 5 +
600 16 P(HEMA-co-GMA) | E 6 +
600 16 MS E 7 +
6000 8 P(HEMA-co-GMA) | E 8 +
6000 8 MS E 9 +
6000 16 P(HEMA-co-GMA) | E 10 +
6000 16 MS E 11 +++

- - - FE 12 ++++
E — eluat

FE — DNA po fenolové extrakci

MN — magneticky nosi¢

MS — magnetické sklo
+  PCR produkt detekovan slabé
++  PCR produkt detekovan ve vétSim mnozstvi

+++ PCR produkt detekovan ve velkém mnozstvi

Pritomnost rodu Bifidobacterium byla ve vzorku tvrdého syru prokazana. D4 se tedy
usoudit, ze druh pfitomny v tvrdém syru byl Spatné¢ druhové zatazen, a nejedna se tedy o
bakteridlni druh Bifidobacterium longum. Ale také je mozné, ze koncentrace DNA
bakteridlniho druhu Bifidobacterium longum byla tak nizkd, Zze pomoci PCR nebyla
amplifikovana v detekovatelném mnozstvi. .
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5 Zavér

Byl studovan vliv PEG o rGzné molekulové hmotnosti a rizné vysledné koncentraci
v separatni smési na navratnost eluované DNA z kufecich erytrocyti a purifikované
bakteridlni DNA (izolované z Cisté bakterialni kultury Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
211/06) po jejich adsorpci na magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA) a Céstice
magnetického skla. V ptipadé¢ DNA z kufecich erytrocyti a DNA z Cisté bakterialni kultury
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CCM 211/06 bylo pouZito spektrofotometrické
stanoveni pro zjisténi navratnosti DNA. V obou ptipadech se potvrdilo, Ze s rostouci
molekulovou hmotnosti a vyslednou koncentraci PEG roste navratnost DNA. Navrzeny
postup byl pouzit k izolaci bakteridlni DNA z tekutych mléénych vyrobkl a vzorku tvrdého
syru. V piipadé tekutych mléénych vyrobki bylo prokdzano, Ze magnetickou separaci se
z hrubych lyzatd bun€k izoluje DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR a ve vyrobcich byly
identifikovany cilové bakterie rodu Lactobacillus (ptedpokladany vyskyt). Se vzristajici
koncentraci pouzit¢ DNA jako matrice vzrustala i intenzita PCR produktid. Nejvyssi citlivost
PCR byla docilena pii pouziti PEG 6000 o koncentraci 16%.

Pii analyze vzorku tvrdého syru bylo zjisténo, Ze vzorek neobsahuje piedpokladany
bakterialni druh Bifidobacterium longum. Pro izolaci DNA z hrubého lyzatu bun¢k ze vzorku
byly pouzity magnetickd separace za rtiznych podminek separace a klasicka fenolova
extrakce. VySe zminény druh nebyl identifikovén 1 v pfipadé, Zze byla jako matrice pouZzita
DNA ziskand fenolovou extrakci. Pomoci rodové specifické PCR byly ve vzorku
identifikovany bakterie rodu Bifidobaterium.

Dale byl pro izolaci DNA z hrubych lyzati bakteridlnich bun¢k z tekutych mlécnych
vyrobkll pouzit vodny dvoufazovy systém (kapalina-kapalina) s naslednou adsorpci DNA na
magnetické nosice s cilem odstranit vliv inhibitord PCR. Odstranéni téchto inhibitorti zvysilo
citivost PCR. Uvedeny postup je vhodnym purifikacnim krokem pifi identifikaci
mikroorganismu v realnych vzorcich.

Zavérem lze konstatovat, Zze metoda magnetické separace DNA, ze systému PEG a chlorid
sodny a dvoufdzovych vodnych systémi, je vhodnou metodou pro izolaci DNA v kvalité
vhodné pro PCR z redlnych vzorkd. Byly ziskédny experimentalni podklady pro dalsi vyzkum
v dané oblasti.
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