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ABSTRAKT

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je molekularni diagnosticka metoda, ktera umoznuje
identifikaci bakterii mlé€ného kvaSeni pouzivanych v potravinaiském primyslu. V této praci
byla pouzita PCR pro identifikaci bakterii druhu Streptococcus thermophilus v 10-ti nahodné
vybranych komeréné dostupnych kysanych mlécnych vyrobcich a pro identifikaci druhu
Streptococcus thermophilus v 25 lyofilizatech kment ziskanych ze Sbirky mlékatskych
kultur Laktoflora (CCDM, Tabor, CZ). Druhové specifické PCR primery byly cilen¢ vybrany
z oblasti 16SrDNA [1]. PCR produkty (968bp) byly detekovany pouzitim
elektroforézy na 1,2 % agar6zovém gelu. Bakteridlni DNA byla izolovana z hrubych lyzath
bun¢k magnetickymi nosi¢ci P(HEMA-co-GMA) obsahujicimi karboxylové skupiny. DNA
byla vratné navdzana na jejich povrch v pfitomnosti vysoce koncentrovaného
polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného. Metoda fenolové extrakce DNA byla
pouzita jako kontrolni. Pomoci metody PCR byly identifikovany bakterie druhu
Streptococcus thermophilus ve v vSech analyzovanych vzorcich.

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) is molecular diagnostic method which allows the
identification of lactic acid bacteria used in food industry. In this work species-specific PCR
primers (targeted on highly conserved 16S rDNA region) [1] were used
for identification of bacteria of species Streptoccocus thermophilus in 10 randomly
commercially accessible fermented milk products and for identification of species
Streptococcus thermophilus in 25 lyophilisates collected in Culture Collection of Dairy
Microorganisms Laktoflora (CCDM, Tabor, Czech Republic). The PCR products (968 bp)
were detected using electrophoresis in 1,2 % agarose gel. Bacterial DNA was isolated from
crude cell lysates by magnetic carriers P(HEMA-co-GMA) containing carboxyl groups. DNA
was reversibly bind on their surface in the presence of high concentrations of poly(ethylene
glycol) (PEG 6000) and sodium chloride. Phenol extraction of DNA was used as control.
Streptococcus thermophilus strains were identificated using PCR in all analysed samples.

[1]Lick S., Dreschner K., Keller K.J. Appl. Environ. Microbiol. 67 (2001) 4137.
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1. UVOD

Molekuldrné biologické postupy zalozené na amplifikaci DNA in vitro se v poslednich letech
staly velmi uzivanymi metodami pro identifikaci mikroorganismu v potravindch. Identifikace
bakterii v mléénych vyrobcich je dilezitd predevSim pro kontrolu jejich kvality a to jak
z pohledu mozného nebezpeci kontaminace patogennimi mikroorganismy tak i z divodil
identifikace mikroorganismi ze skupiny bakterii mlééného kvaseni. Cilovda DNA byva casto
ve vzorcich analyzovanych vétSinou pro ucely genotypizace nebo detekce mikroorganismi
ptitomna v tak nizkych koncentracich, ze ji neni mozno po izolaci pfimo detekovat. Proto je
nezbytné zvysit analytickou sensitivitu jeji mnohonasobnou replikaci. Pro rychlou identifikaci
mikroorganismi v potravinach se v soucasné dob¢ vyuzivaji molekularné biologické postupy,
napf. polymerazova fetézova reakce (PCR). Vyhodou PCR je jeji vysoka specifita, citlivost
arychlost. Pfi spravné optimalizaci staci k detekci v PCR jedna buiika. Jeji dalsi nespornou
vyhodou je moZnost prokazovat i nekultivovatelné mikroby. Nevyhodou PCR mize byt
skuteCnost, ze se prokazuji i mrtvé bunky pfitomné ve vzorku. Vysoka citlivost PCR muize
vést k falesné pozitivnim vysledkiim, které mohou byt zptsobeny kontaminaci slozek reakéni
smési nebo mikroorganismy z okoli. Velkym problémem jsou i falesné negativni vysledky
zejména pii analyze redlnych vzorkl, které jsou zplsobeny piitomnosti inhibitori PCR
v analyzovanych vzorcich.

Pouzivani stavajicich izola¢nich postupid, vedoucich k purifikované DNA, jako je napf.
fenolovéa extrakce DNA, je Casové narocné, a proto mén¢ vhodné pro rutinni diagnostiku.
K izolaci genomové DNA v ¢istot¢ vhodné pro nasledné pouziti v PCR byly s Gspéchem
pouzity magnetické nosice v pritomnosti polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného.
Magneticka separace pomdha urychlit separaci a snizuje spotfebu organickych rozpoustédel,
ktera jsou v klasickych metodach pro izolaci DNA pouzivany.



1.1 Charakteristika bakterii mlééného kvaseni (BMK)

Potravinarsky mikrobiolog rozumi pod timto pojmem zpravidla skupinu bakterii kokovitych
jako 1 palickovitych zahrnujici nékteré druhy rodh: Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Bifidobacterium [9]. Fylogeneticky
se BMK ftadi do klostrididlni fylogenetické vyvojové vétve grampozitivnich bakterii
(Obr. 1.1). Jejich DNA obsahuje méné nez 55 % G+C [5]. Pravé analyza DNA a zastoupeni
bazi vni (adenin - A; tymin - T; guanin - G; cytosin - C) je divodem castych zmén
v taxonomii a nomenklatufe nejenom u BMK.

Clemoc O IHE

Sfrepieeocous
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Loucannstod

ErateroCconins,
Melizeacooe s,
Vetragenoopocu s
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Obr. 1.1: Hlavni fylogenetickd skupina BMK a jim piibuzné grampozitivni bakterie s nizkym
(v horni Casti obrdazku) a vysokym (ve spodni Casti obrazku) obsahem G+Cv DNA [13].

Z potravinafsko-mikrobiologick¢ého  hlediska mé&  tato  skupina  nezanedbatelny
potravinaisko-technologicky funkéni vyznam. V klasické monografii Déana Orla-Jensena
(1919) pojednavajici o BMK se hovofti: ,,Pravé bakterie mlééného kvaSeni tvoti velkou
prirozenou skupinu nesporolujicich grampozitivnich koki a palicek, které fermentuji
sacharidy za fakultativné¢ anaerobnich (mikroaerofilnich) podminek a tvofi pfitom hlavné
kyselinu mlé¢nou* [9].
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BMK se nevyskytuji pouze v mléce a fermentovanych mléénych produktech, nachdzeji
se 1 na intaktnich a rozkladajicich se rostlinach, ve sttevech u lidi a zvifat.

BMK nemaji vyrazné proteolytické a lipolytické vlastnosti, ale ve svém metabolismu piece
jen tvori z bilkovin §tépné produkty, peptidy a aminokyseliny, které slouzi jako ziviny
narocnym BMK jako lehce vyuzitelny zdroj dusiku [9]. DalSim vyznamnym selektivnim
faktorem BMK je rychlé snizeni pH prostfedi na hodnoty pH 4 a nizsi. BMK vyzaduji bohaté
mnozstvi Zivin a rastovych faktorii, které jim v pfirod¢ poskytuji intaktni a rozkladajici
se rostliny a potraviny. Na tyto bohaté zdroje si natolik ptivykly, ze nemaji schopnost samy
syntetizovat urCité rastové faktory jako: aminokyseliny, vitaminy skupiny B a jiné [9].
Pti jejich péstovani na umélych zivnych ptdach anebo pii fermentaci, zaméfené na ziskani
maximalniho mnozstvi biomasy, se musi proto do nich tyto latky pfidavat ve formé
kvasni¢ného autolyzatu (extraktu), mlééné syrovatky a rostlinnych §tav (rajcatova, mrkvova)
[9]. Tyto naroky BMK sahaji tak daleko, Ze riist a metabolismus uréitych BMK umoziiuje
za standardnich podminek ptitomnost ur¢it¢tho mnozstvi ur¢ité aminokyseliny anebo urcitého
vitaminu B v prostiedi.

Mlécné kvaseni je spoleCnym znakem vSech BMK. Pozoruhodné je, ze probiha stejnym
mechanismem jak u zminénych bakterii, tak 1 ve svalové tkani lidi a zvifat. Proto se n¢kdy
nazyva glykolyzou svalovou nebo depolymeracni [11]. BMK muazeme tfidit podle hlavnich
a vedlejSich terminélnich fermenta¢nich produkti na homofermentativni, které fermentovany
sacharid preménuji téméef vyluéné na kyselinu mléénou, a heterofermentativni preménujici
fermentovany sacharid na kyselinu mlé¢nou (>50 %), kyselinu octovou, CO, a za urcitych
podminek i na ethanol (Tab. 1.1).

Tab. 1.1: Rody BMK, jejich fermentacni typ a produkty [9].

Rod Typ fermentace Hlavni prosiuk’ty ferfnentace Konﬁgura’cve lfyseliny
(molarni pomér) mlécné

Lactococcus Homoferm. laktat L(+)
Streptococcus Homoferm. laktat L(+)
Pediococcus Homoferm. laktat DL,L (+)
Lactobacillus Homoferm. laktat

Thermobacterium Homoferm. laktat D (-), L (+), DL

Streptobacterium Homoferm. laktat D (-),L (+), DL

Heteroferm.* laktat : acetat 1:1

Betabacterium Heteroferm. laktat : acetat : CO, 1:1:1 DL
Leuconostoc Heteroferm. laktat : acetat : CO, 1:1:1 D (-)
Bifidobacterium Heteroferm. Laktat : acetat 2:3 L(+)

* pti fermentaci pentoz

Nékteré BMK (jako 1 S. thermophilus) pouzivané jako zékvasy pii vyrobé fermentovanych
vyrobkl maji schopnost autolyzy, coz zptisobuje uvolnéni intracelularnich enzymi do okoli.
Tento jev hraje velmi dilezitou roli v priabéhu zraciho procesu fermentovanych vyrobkd.
Napriklad lyze kmene Lactococcus lactis v mezofilnim zakvasu v syrech ma za nasledek
zvySenou produkci volnych AK a tim padem zplsobi pokles hotkosti [29]. Jako klicovy krok
pocatku autolyzy je rozvoj viiné v mléénych fermentovanych vyrobcich.
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BMK vyznamné prospivaji lidskému zdravi a vyZzivé. Jsou dlleZitou slozkou spolecenstvi
technologicky vyznamnych mikroorganismu., které se pouzivaji jako vyrobni prostfedky
pti fermentacnich procesech v technologii kysanych a kvaSenych potravin a pochutin
zivocisného a rostlinného pivodu (Cisté bakterialni kultury, zékysy, startéry). Konzervaéni
vlastnosti BMK a jejich fermentac¢nich produkti se vyuzivaji na prodlouzeni trvanlivosti
potravin zivo¢isného a rostlinného ptivodu [9, 31].

1.2 Rod Streptococcus
1.2.1 Taxonomie a fylogeneze
Taxonomické zatazeni bakterii rodu Streptococcus je nasledujici [33]:
Doména: Bacteria
Odd¢leni: Firmicutes
Kmen: Bacilli
Ttida: Lactobacillales
Rad: Streptococcaceae
Rod: Streptococcus
Druh: Streptococcus thermophilus a dalsi druhy

Zmény v klasifikaci a nomenklatufe zastupcii rodu Streptococcus jsou dusledkem
molekularné taxonomickych studii. Z rodu Streptococcus byly vyclenény dva samostatné
rody - Enterococcus (pivodné streptokoky sérologické skupiny D) a Lactococcus (pivodné
streptokoky sérologické skupiny N). Rod Streptococcus nyni zahrnuje 58 druhti véetné
poddruhi [18]. Rod Streptococcus podle novéjsiho pojeti klasifikace se rozdéluje do tii
skupin: pyogenni, oralni a jiné streptokoky. Do skupiny pyogennich streptokokli patii
S. pyogenes, S. equi ssp. equi, S. equi Ssp. zooepidemicus, S. dysgalactiae, S. canis a S. iniae.
Skupina oralnich streptokokll obsahuje druhy vyskytujici se ptevazné v ustni dutiné a v horni
¢asti dychaciho traktu lidi a zvifat. Za zvlastnich podminek mizou v organismu zptsobovat
také endokarditidu a bakteriémii [9]. Do skupiny jinych streptokokd se fadi ptredevsim
mlékarensky vyznamny druh Streptococcus thermophilus, ktery je vyznamnou slozkou
Cistych bakteridlnich kultur pouzivanych v mlékarenském primyslu (tvrdé syry, jogurt,
tvaroh).

Ve fylogenetickém stromu bakterii je rod Streptococcus tazen do skupiny grampozitivnich
bakterii s nizkym obsahem G+C (viz Obr.1.1). Obsah G+C je 37 - 40 % (mol.) [20].
Na obrazku 1.2 je fylogeneticky strom jednotlivych druhd.
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Obr. 1.2: Fylogeneticky strom jednotlivych druhii rodu Streptococcus [19].
1.2.2 Obecna charakteristika streptokoki

Buriky jsou okrouhlé¢ anebo vejcité s primérem <2um. Rod Streptococcus zahrnuje vétSinou
fakultativné anaerobni, kataldzanegativni, grampozitivni koky v parech a fetizcich [18]. Déle
se vyznaCuje fakultativni anaerobidzou, netvoii spory a builky nejsou pohyblivé [11].
Vsechny druhy vyzaduji komplexni ptfivod rastovych faktort [9]. U vétSiny streptokoki
vstupuje laktéoza stejné jako volnd glukoza do bunky pomoci zvlastniho transferazového
systému (fosfoenolpyruvat - dependentni fosfotransferazovy systém).

Streptokoky fermentuji sacharidy hlavné na kyselinu mlécnou, ale netvoii vyznamné
mnozstvi plynu. Nekteré druhy fermentuji i organické kyseliny (maldnova, citronova)
a aminokyseliny (serin a arginin). Neredukuji dusi¢nan na dusitan [9]. Jejich optimdalni teplota
je kolem 37 °C a niz$i, s vyjimkou termofilniho druhu Streptococcus thermophilus.

Rod Streptococcus zahrnuje fadu patogennich druhti, které zpiisobuji hnisavd onemocnéni,
spalu, anginu, zubni kazy apod. Patogenni druhy rodu Streptococcus tvoti enzymy, které
rozkladaji ¢ervené krvinky a zpUsobuji tak hemolyzu. Caste¢ny rozklad krvinek, projevujici
se na krevnim agaru zelenymi zonami kolem kolonii, se oznacuje jako o-hemolyza, Gplny
rozklad krvinek, projevujici se jasnymi zénami, se oznacuje jako B-hemolyza a jako y-reakce
se oznacuje skutecnost, ze krozkladu krvinek vibec nedochazi [8]. Zejména to je
deoxyribonukledza, ktera stépi DNA, dale streptokinaza, protedza a lipaza. Vzijemné
pusobeni téchto faktori umoznuje Sifeni infekce ve tkanich [11].
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1.3 Streptococcus thermophilus

1.3.1 Morfologie bunék a kolonii

Streptococcus thermophilus tvoti ovoidni grampozitivni buiiky o priméru 0,7 az 0,9 pm
v parech az dlouhych fetizkach (az 50 bunék) [9]. Pokud rostou v tekutém médiu jsou
usporddany v parech, kratkych anebo delSich fetizkdch. Pfi niz$i teplot¢ nez je teplota
optimalni vytvari jen kratké fetizky nebo dvojice kokl (viz obrazek 1.3). Na pevném
agarozovém médiu vytvari drobné bilé kolonie (viz obrazek 1.4).

Obr. 1.4: Mikroskopicky snimek riistu kolonii na pevném agarézovém médiu bakterie Streptococcus
thermophilus [20].

1.3.2 Fyziologické vlastnosti

Tato bakterie patfi do skupiny termofilnich mléénych bakterii [19]. Velmi dobie roste
pti 37 °C, ale jeho optimalni teplota je mezi 40 — 45 °C, minimalni 21 — 19 °C a maximalni
pii 52 °C. Dobie rostouci kultury snaseji teplotu 67 az 68 °C po dobu 50 minut a virulentni
kultury odumiraji az za 15 minut pii 80 °C. Roste v bujonu s obsahem 2,5 % NaCl, ale
neroste pii obsahu 4 % NaCl. V glukézovém bujonu se dosahuje hodnoty pH 4,5 — 4 [9].
Na krevnim agaru netvoii hemolyzu.

V syntetickych médiich je naro¢ny na ziviny (sacharidy) a ristové faktory (vitaminy skupiny

B, aminokyseliny). V tabulce 1.2 jsou stanoveny pozadavky na koncentraci AK potfebnych
pro maximalni rast laktokokt a streptokok.
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Tab. 1.2: Minimalni koncentrace AK potiebnych pro maximadlni rist laktokokii a S. thermophilus
ve Fordové médiu s laktozou za 17 hodin p¥i 24 °C [9, upraveno].

Koncentrace AK v médiu (ug/ml)

AK Lactococcus lactis | L. lactis sups. cremoris | S. thermophilus | Konc. volnych AK v mléce
Glu 77 70 150 35,9
Leu 41 32 nz 1,2
Ile 33 32 nz 0,8
Val 27 41 nz 2,6
Arg 37 39 nz 1,6
Cys S 27 80 n
Pro nz 38 nz 8,8
His 23 14 60 2,8
Phe 21 6 nz nz
Met 22 11 nz n

n = nestanovené; nz = neznamé; s = stimuluje

Pti vyrobé fermentovanych kysanych mléénych napojt a pii vyrob¢ syrt je fermentace mléka
a jeho bilkovin nepostradatelnd. Naptiklad, pii vyrobé kysaného mlécného jogurtového
napoje je proteolytické plisobeni nezbytné. Plsobenim jogurtové kultury obsahujici
S. thermophilus a Lb. delbrueckii sups. bulgaricus dochazi pti teploté¢ 42 az 45 °C
ke koagulaci kaseinu. Koagulace zacina pti pH 5,3 a pti pH 4,5 je ukoncena. S. thermophilus
je velmi naro¢ny na obsah volnych aminokyselin a jeho rist a metabolismus rychle ochabuje,
pokud se vmléce tyto ziviny rychle vycCerpaji. Jeho partner v jogurtové kulture vSak
v dostate€né mife S$tépi mlécné bilkoviny na volné aminokyseliny, ¢imz umoziuje dalsi rist
a metabolismus S. thermophilus [9]. Peptiddzami Lb. delbrueckii sups. bulgaricus uvolnéna
aminokyselina threonin je vyznamna pro vznik typické jogurtové viné. Z threoninu vznika
plusobenim threoninaldolazy, kterou produkje S. thermophilus, acetaldehyd, ktery je
v mnozstvi 20-40 mg/l nosnou vonnou latkou jogurtu [9].

S. thermophilus také muze syntetizovat exopolysacharidy, které vytvareji typickou, zadouci,
vazkou texturu a viskozitu fermentovanych mlécnych vyrobkl. Kultury produkujici tyto
exopolysacharidy jsou zvlasté dulezité pii vyrob¢ jogurtii. Nedavno bylo prokazano zlepSeni
funkénich vlastnosti nizkotuénych syri Mozarella [26]. Naopak fyziologicka role
exopolysacharidii S. thermophilus neni dostate¢né vysvétlena, ale ani se neprokazalo, zda jsou
prospésné pro ruast €i preziti bakterii v mléce [27].

S. thermophilus se vyznaCuje se tvorbou dvou mlécnych dehydrogenaz produkujicich
L-laktat, ¢im se lisSi od jinych bakterii mlécného kvaseni, které maji vice jak jednu
dehydrogenazu, ale tvoii DL-laktat. Fermentuje glukézu, laktozu, mandézu a fruktdzu.
Laktozu v bunice §tépi B-galaktosidazou na galaktézu a glukézu. Oproti laktokoklim mlééného
kvaSeni se vSak dale fermentuje podle glykolytické drahy pouze glukoza [9]. Galaktéza
se hromadi v produktu, pokud neni fermentovdna jinym zdstupcem BMK. S. thermophilus
konvertuje laktézu homofermentativné na nejméné 90 % laktatu v metabolitech 1 pii rlstu
v substratu s limitovanym obsahem sacharidu. Jen malou ¢ast méni na acetdt a formiat.
Formiat potom stimuluje v jogurtové kultuie rast Lactobacillus delbrueckii sups. bulgaricus
nebo Lactobacillus acidiphilus.
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Nejvyhodnéjsi prostiedi pro péstovani S. thermophilus je mléko. Lakmusové mléko nejprve
zrazovi, potom se srazi a postupné se zespodu redukuje. Mléko srazi pti 30 - 45 °C
do jednoho dne. Pfitom tvofi jen o néco malo vice kyseliny mlé¢né nez Lactococcus lactic. Je
extrémné citlivy na antibiotika, zvlasté v mléce (mastitida) [12]. Jeho rtst inhibuje 0,01 m. j.
penicilinu a 5 mg streptomycinu v 1 ml [9]. Izoluje se zmléka inkubaci pi1 45 — 50 °C
s ndslednym pfeockovanim na médium s hydrolyzovanym kaseinem a fermentovatelnym
sacharidem (napf. lakt6za).

1.3.3 Vyskyt, vyznam a vyuZiti

S. thermophilus se vyskytuje vmléce a mléénych produktech bud’ samostatné nebo jako
slozka cistych zakysovych mlékarenskych kultur pouzivanych pii vyrobé jogurtii, tvaroht
a syrt s vysoko dohfivanou syfeninou. Jako kontaminant se vyskytuje ve vyménicich tepla
pasterizacnich strojii v poslednich ¢astech kontinualnich odpafovacich zafizeni na mléko.
Divoké kmeny S. thermophilus zplsobuji chyby pfi zrani tvrdych syrt [9].

S. thermophilus je ,,obecné povazovan za bezpecny* druh. Lidskym organismem je pfijimano
pies 10°' Zivych bungk roené [19]. S. thermophilus ma vétsi vyznam v potravinaiském
pramyslu od té doby, co se masivné pouziva k vyrobé mléénych vyrobkt (ro¢ni obrat kolem

vvvvvv

po Lactococcus lactic [19, 27, 30].

V mlékérenské mikrobiologii se Casto vyuzivd pro svoji schopnost fermentovat laktozu
na kyselinu mlé¢nou spolu s jinymi bakteriemi mlééného kvaseni ve formé termofilnich
zakyst. Tato vlastnost se uplatiuje pifi vyrobé jogurti a na rychlé zvySeni kyselosti,
resp. snizeni hodnoty pH jesté¢ ve vyrobniku pii vyrobé syra s vysokodohfivanou syfeninou
[9, 27]. Tradicné se pouziva v kombinaci s Lactobacillem delbrueckii subsp. bulgaricus nebo
Lb. helveticus pro vyrobu jogurti a tvrdych ,vafenych® syrti (emental, gruyére, grana),
pfi relativné vysSich teplotach vyroby (45 °C) [19, 26].

Kvili své citlivosti na antibiotika se také vyuzivd v mlékarenské analytice na zjiStovani
ptfitomnosti inhibi¢nich latek v mléce.

1.4 Probiotika a prebiotika

Probiotické mlécné vyrobky zaznamenaly v poslednich letech v mlékarenstvi znacny
rozmach. Oznaceni ,,probiotické* pochazi z fectiny, volné prelozeno znamena ,,pro zivot™ a je
vlastné protikladem oznaceni antibioticky. Fuller (1986), plivodce tohoto oznaceni, definuje
tento pojem jako ,,aktivni potravinovy doplnék, ktery ma pozitivni G¢inek na organismus
hostitele (€loveék nebo zvite) tim, Ze zlepSuje slozeni a navozuje rovnovahu v jeho stfevni
mikroflofe” [9]. Obecné se jedna o bakterie, které maji schopnost piekonavat vliv
nepfiznivého prostiedi v Zaludku clovéka, tj. nizkou hodnotu pH, pfitomnost HCI,
proteolytickych enzymt a zejména lysozymu, ktery zpiisobuje lyzi nékterych, véetné pravych
jogurtovych bakterii. V zazivacim traktu musi sndset ZluCové kyseliny a nizké povrchové
napéti [9]. Vyznamnym selekénim faktorem, ktery probiotické bakterie musi piekonat, je
pohyblivost (peristaltika) stfev, potazmo rychlost, s kterou ptechazi potravinovy material
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tradvicim a zazivacim traktem clovéka. Pravé piezivani jogurtovych bakterii (jmenovité
S. thermophilus a Lactobacillem delbrueckii subsp. bulgaricus) pii prichodu lidskym
zazivacim traktem, je vénovana velkd pozornost. Piezivani obou bakteridlnich druhil
v lidskych vykalech bylo vySetfovano kultivaci na selektivnim médiu. Z 39 vzorkl ziskanych
ze 13 zdravych jedincii, kteti po dobu 12 dni konzumovali cCerstvy jogurt, 32 vzorki
obsahovalo zivé buiiky S. thermophilus (sttedni hodnota 6,3x10" KTJ/g ve vykalech)
a 37 vzorki L. delbruecki (sttedni hodnota 7,2x10" KTJ/g ve vykalech) [28].

V tabulce 1.3 je uveden ptehled probiotickych bakterii. Tyto bakterie musi byt jednozna¢né
lidského piivodu a pro lidsky organismus Upln€ neSkodné. V probiotickych produktech, napf.
v jogurtech nebo v acidofilnim mléce, maji byt k datu trvanlivosti anebo pfti diivejsi spotiebé
piitomné v koncentraci vice jak 10° KTJ/ml. Jen v této vy3§i koncentraci maji ve stfevé
pozadovany zdravi prospésny ucinek [9].

Tab. 1.3: Piehled druhit potenciondlnich probiotickych mlécnych bakterii a jejich vyskyt
v mlécnych vyrobcich [22, upraveno].

Bakterie (rod/druh) Vyskyt v mlééném vyrobku
Bifidobacterium

B. bifidum upravené vyrobky (A/B/C mléka)

B. longum upravené vyrobky

B. infantis upravené vyrobky

Lactobacillus

Lb. acidophilus jogurt, upravené vyrobky (A/B/C mléka)
Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus jogurt (pfevazné zakysova kultura)

Lb. casei upravené vyrobky (A/B/C mléka)

Lb. brevis upravené vyrobky, nékteré syry

Lb. helveticus upravené jogurtové vyrobky, nékteré syry
Lactococcus

L. lactis subsp. lactis syr, podmasli, kyseld smetana

L. lactis subsp. cremoris syr, podmasli, kyseld smetana
Leuconostoc

Ln. lactis podmasli, kefir, kysela smetana

Ln. mesenteroides subsp. cremoris podmasli, kefir, kysela smetana
Streptococcus

S. salivarius subsp. thermophilus jogurt (prevazné zakysova kultura)

Jogurt je nejvice studovanou mlécnou kulturou ohledné zdravotnich vyhod. Obecné uznavany
1écebny ucinek jogurtovych bakterii spoc¢iva ve snizeni symptomul laktézové intolerance
[22, 31]. Vedle tradicnich mlécnych vyrobktl, jsou vyvijeny unikatni kultivované mlécné
vyrobky (napft. acidofilni jogurt, jogurtové napoje, kefir, rizné druhy dalSich fermentovanych
vyrobkil pouzivajici rizné kmeny BMK) [22]. Bylo popsano, Ze kombinace S. thermophilus
a probiotickych druhti bakterii ma pozitivni efekt pfi détskych prijmech, enterokolitidach
u predcasné narozenych déti a ucinné plsobi i proti zanétu sttev [27]. Bylo prokazano,
ze S. thermophilus zlepSuje ucinnost bifidobakterii v probiotickych smésnych kulturach
a pusobi jako ochrana proti prijmim vyvolanym rotaviry [27].

Termin prebiotika je definovan jako slozka potravy, kterd nepodléhd rozkladu travicimi
enzymy a nedotéené¢ prochdzi do tlustého stieva, kde stimuluje rist specifickych
mikroorganismt, které ptiznivé ovliviuji lidské zdravi [5]. Prebiotické slozky (napf.
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nestravitelné cukry jako jsou inulin nebo oligofruktdza) jsou ¢asto pouzivany v kombinaci
s probiotickymi mikroorganismy (nazyvano ,,symbiotické potraviny*) [22].

1.5 Identifikace BMK s vyuzitim DNA amplifikace

Nejnoveéjsi metody identifikace bakterii mlééného kvaseni vyuzivaji amplifikac¢ni technik.
V této kapitole jsou popsany jen ty amplifikacni techniky, které byly pouzivany
k vypracovani této diplomové prace pro identifikaci vybranych mikroorganismi ze skupiny
bakterii mlééného kvaSeni. Jedna se o polymerazovou fetézovou reakci (polymerase chain
reaction, PCR) a o magnetické separacni techniky pro izolaci DNA v kvalité vhodné pro PCR.

1.5.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Kary Mullis roku 1983 objevil zptisob, jak mize pomoci dvou oligonukleotidii a enzymu
DNA polymerazy amplifikovat urcity usek DNA. Tato technika byla nazvana polymerazova
fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) a jejimu autorovi Kary Mullisovi byla
za jeji objeveni udélena v roce 1993 Nobelova cena za chemii. PCR reakce je v soucasnosti,
diky svoji vysoké citlivosti, specifit€¢ a rychlosti, jednou znejvice pouzivanych technik
v molekularni biologii [1]. Tato metoda umoziiuje az 10° nisobné pomnoZeni fragmentu
DNA béhem 2-3 hodin [2]. PCR nasla Siroké uplatnéni nejen v zakladnim vyzkumu,
pti klonovéni a analyze DNA, ale také v aplikovaném vyzkumu a laboratorni diagnostice [1].

1.5.1.1 Princip a ucinnost PCR

Polymerazova tetézova reakce umoziuje selektivni amplifikaci (zmnozZeni) urcité oblasti
DNA zptsobem podobnym in vivo DNA replikaci, pficemz velikost amplifikovaného tiseku
DNA ohranicuji 2 oligonukleotidy — primery [1].

Amplifikace DNA v PCR probiha v opakovanych reakénich cyklech a kazdy cyklus
se skladé ze 3 opakujicich se krokii:

1) Denaturace

Pti denaturaci pfi teplotdch 94 — 95 °C dochazi k oddéleni jednotlivych vldken DNA templatu
(matrice), coz umozni hybridizaci primerti. Pocate¢ni denaturace je potfebna zejména
u komplexnich DNA templatii (genomova DNA), aby doslo k uplnému pteruSeni vodikovych
vazeb mezi DNA fetézci. Templatova DNA se uz nikdy v nésledujicich cyklech nerenaturuje,
protoze v reakci je velky nadbytek primerd, ktery obsadi komplementarni sekvence. Kratké
fragmenty DNA se denaturuji 1épe nez dlouhé molekuly komplexni DNA [1].

2) Hybridizace (annealing)
V tomto kroku dochazi k hybridizaci primert k denaturovanému templatu DNA, pii ¢em

se uplatiiuji vodikové vazby mezi komplementarnimi bazemi. Hybridizace probihd pfi teploté
40-72 °C, v zavislosti na délce a sekvenci primert.
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Vybér teploty, pii které se primer hybridizuje s templaitem DNA — teploty annealingu — patfi
k nejkriti¢téjSim krokdim optimalizace PCR [1]. Pokud je teplota hybridizace pfili§ vysoka,
primer ,nenaseda“ na templdt a neprobihd tvorba produktu a naopak pokud je teplota
annealingu pfili§ nizkda, primer nasedd na nespecifické sekvence templatu a vznikaji
tak nespecifické produkty. Optimalni teplota annealingu byva blizka tzv. teploté tani. Teplota
tani je definovana jako teplota, pii které¢ duplex primer/templat disociuje. Teplota tani zavisi
na sloZzeni a délce primerd a na dalSich faktorech. Pti vybéru primera je dalezité, aby oba
primery mély podobnou teplotu tani [1].

Kromé teploty annealingu je také dulezité zvolit spravnou dobu hybridizace. Pokud je
v reakci relativni dostatek cilové sekvence, postaci 20 — 40 s. V komplexnich templatech, kde
je cilové sekvence v poméru k ostatni DNA velmi malo, je potfebné ponechat v prvnich
cyklech delsi dobu hybridizace (napt. 2 minuty), aby mély primery dostatek ¢asu najit danou
komplementarni sekvenci.

3) Syntéza komplementarniho retézce DNA (extenze, elongace)

Rast komplementdrniho DNA  vldkna probihd po dobu, kdy DNA polymeriza
prisyntetizovava k 3"OH konci primert nukleotidy podle sekvence templatu. Teplotu po dobu
extenze urcuje teplotni optimum pouZzit¢ DNA polymerazy (obvykle kolem 72 °C) a cas
extenze urcuje délku syntetizovaného produktu. V poslednim cyklu je krok syntézy nového
vldkna prodlouzen, aby byla dokoncena amplifikace vSech produkti [5].

Denaturace, hybridizace a extenze tvofi prvni cyklus PCR. Jeden primer nasedd na jedno
vlakno denaturovaného DNA templétu, druhy primer naseda na druhé komplementarni vldkno
templatu. Usek DNA ohrani¢eny témito primery se amplifikuje v opakovanych cyklech PCR
a tim vznikne PCR produkt (Obr.1.5).

Za predpokladu 100 % ucinnosti amplifikace Ize ve vSech 30-ti cyklech teoreticky ziskat
1,07x10° kopii DNA. Mnozstvi celkového produktu PCR roste s poétem cykli exponencialng
a vypocita se podle vztahu x = x(.2", kde ,,x* je mnozstvi DNA produktu ziskané po ,,n‘
cyklech, ,,xo“ je mnozstvi DNA vlozené do reakce. Cislo ,,2* vyjadiuje teoreticky piedpoklad,
ze v kazdém cyklu se mnozstvi DNA zdvojnasobi (t.j. u¢innost amplifikace je 100 %) [1]
(Tab. 1.4). V praxi se ale hodnota uc¢innosti amplifikace ,,E*“ pohybuje v exponencidlni fazi
reakce v rozmezi 0,5 - 0,9 (50 - 90 %). Vztah pro vypocet celkového mnozstvi produktu PCR
ma potom tvar x = Xo.(1+E)". Navic, po ur¢itém pocétu cykld, v zavislosti na mnoZstvi
vlozené¢ho templatu a U¢innosti amplifikace, prestdva platit exponencialni zavislost mezi
mnozstvim PCR produktu a poctem cykli. Po probéhnuti vétsiho poctu cyklt dochdzi az
k aplnému zastaveni amplifikace a mnozstvi PCR produktu se uz nezvySuje, reakce je
,nasycena®, nastava plato. Cim je do reakce vloZeno vice DNA, tim vice produktu se ziska
v exponencidlni fazi reakce, ale zaroven se diive dosdhne platé [1]. Divodem platd efektu
nemusi byt vyc€erpani, anebo degradace nékterych reakénich slozek, ale také nahromadéni
produktu PCR, Ze ztermodynamického divodu dochazi k piednostni reasociaci PCR
produktt pted vazbou primert.
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PCR : Polymerase Chain Reaction
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Obr. 1.5: Struéné schéma prvniho cyklu PCR [6].

Tab. 1.4: Teoreticky pocet jednotlivych amplifikacnich produktit PCR po ukonceni riizného poctu
amplifikacnich cykli p¥i 100 % ucinnosti amplifikace. Jako templdt byla vloZena 1 dvojvldknova

molekula DNA.

. MnozZstvi ” Mnozstvi
poaeﬂt celkového poElezt celkového
cyrid produktu cyrid produktu

1 2 16 65536

2 4 17 131072

3 8 18 262144

4 16 19 524288

5 32 20 1048576

6 64 21 2097152

7 128 22 4194304

8 256 23 8388608

9 512 24 16777216

10 1024 25 33554432

11 2048 26 67108864

12 4096 27 134217728

13 8192 28 268435456

14 16384 29 536870912

15 32768 30 1073741824

Pokud reakci provadime snovou templatovou DNA, novymi primery nebo novou
termostabilni DNA polymerazou, je tfeba PCR optimalizovat. Optimalizace se provadi
z diivodll potlaceni nespecifické amplifikace a z divodu zvySeni vytézku pozadovaného PCR

produktu [4].
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1.5.1.2 Reakéni podminky PCR

PCR reakce probiha v termocykléru tj. zafizeni, které zajistuje optimalni teplotni podminky
pro provadéni PCR. U termocykléru lze naprogramovat pribéh celého procesu cili pocet
cykll, teplotu jednotlivych krokti, dobu trvani apod. [5]. Kvalitu termocykléru urcuje to, jak
pfesné je schopny udrZet nastavené teploty a jak rychle a presné¢ dokdze ménit teploty mezi
jednotlivymi kroky cyklu [1].

Reakéni smés, obvykle o objemu 25 - 100 ul, obsahuje:

. PCR voda - pouziva se na doplnéni PCR smési na pozadovany objem. Nejvhodné;jsi
je voda o odporu 18 MQ nebo voda pro injekce dle CSN.

. PCR pufr - vytvaii optimalni prostfedi pro DNA polymerazu [5]. Na udrzeni
potiebné¢ho pH se jako tlumivy roztok pouZzivad obvykle Tris-HCI o koncentraci v PCR
Mg**(obvykle v podobé MgCl,, MgSO0,), které ovliviuji specifi¢nost i vytézek PCR. Ionty
hoi¢iku jsou potfebné na udrzeni enzymatické aktivity Tag DNA polymerazy, ptiCemz enzym
vyzaduje dostupnost volnych iontil [1]. Tonty jsou vdzané nukleotidy nebo i jinymi latkami,
takze pti zvySené koncentraci téchto latek v reakci je nutné zvysit i obsah iont hoiciku, aby
DNA polymeraza zlstala funkéni. Obvykla findlni koncentrace iontd hot¢iku byva 1-5 mM.
Riizné kombinace templat/primer mohou mit riizné pozadavky na koncentraci Mg”", takze je
potieba jejich mnoZstvi optimalizovat. Z tohoto diivodu Mg®" &asto nebyvaji soudasti
zakladniho reakéniho pufru doddvaného vyrobcem, ale jsou dodavany jako samostatny
roztok, coz umoZiiuje pfipravit sadu reakei lidicich se koncentraci Mg”".

. dNTP (3’-deoxynukleosid-5'-trifosfaty) - deoxynukleosidtrifosfaty piredstavuji
zakladni stavebni kameny pro vystavbu nového fetézce DNA. Standardni PCR reakce
obsahuje ekvimolarni mnozstvi kazdého nukleotidu dATP, dCTP, dGTP a dTTP o vysledné
koncentraci 200-250 uM [4]. ZvySena koncentrace ANTP (>4mM) inhibuje PCR reakci tim,
e vyvazuje ionty Mg”".

. primery - jsou to 2 oligonukleotidy, které se skladaji obvykle z 20 - 25 nukleotidd,
které sekvenci odpovidaji sekvencim useku DNA urc¢eného k amplifikaci. Obsahuji obvykle
40-60 % G+C. Telota tani primert byva v rozmezi 55-80 °C. Pro jeji vypocet se uziva vzorce:
Tm (°C) = 2(pocet A+T) + 4 (pocet G+C) [5]. Primery by nemély umoznovat vznik
nezadouci sekundarni struktury, mély by mit vyvazeny pomér G/C a A/T part a vzajemné by
nem¢ély byt komplementérni ¢ili nemély by tvofit Sumery. Optimalni koncentrace se zpravidla
pohybuje mezi 0,1 - 0,6 uM .

Pro identifikaci bakterii rodu Lactobacillus byly navrzeny rodove specifické primery [7]:
e Primer LbLMA 1-rev 5-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3"

Jeho sekvence je odvozena z mezernikové oblasti mezi geny pro 16S a 23S rRNA. Tento
primer rodové specificky.
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e Primer R16-1 5-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3°

Jeho sekvence je odvozena z koncové sekvence 16S rRNA genu a je tudiz primerem
univerzalnim. Pomoci téchto primert se amplifikuje usek DNA o velikosti 250bp specificky
pro rod Lactobacillus.

Pii identifikaci bakterii druhu Streptococcus thermophilus byly popsany druhové
specifické primery Sterm 1 a Sterm 2 [23]:

e Sterm1 5°-CACTAT GCT CAG AAT ACA-3°
e Sterm2 5-CGA ACA GCA TTG ATG TTA-3"

Pomoci téchto primert se amplifikuje isek DNA o velikosti 968bp specificky pro druh
S. thermphilus.

Pro ovéreni amplifikovatelnosti DNA byly navrZzeny univerzalni primery DG74 a RWO01
[32]:

e DG74 5-AGGAGG TGA TCC AAC CGC A-3’
e RWO01 5-AACTGG AGG AAG GTG GGG AT-3’

Pomoci téchto primertt se amplifikuje iisek DNA o velikosti 370bp ze v§ech mikroorganismi
domény Baktéria.

Pii identifikaci bakterii rodu Enterococcus byly pouzity druhové specifické primery E1l
a E2 [24]:

e E1 5-TCA ACC GGG GAG GGT-3’
o E2 5-ATT ACT AGC GAT TCC GG-3’

Pomoci téchto primerti se amplifikuje usek o velikosti 733bp specificky pro rod
Enterococcus.

Existuje celd fada pocitacovych programi sestavenych pro navrh vhodnych primera [3]. Mezi
né patii:

1. http://www.chemie.uni-marburg.de/~becker/prim-gen.html

2. http://alces.med.umn.edu/VGC.html

3. http://www.ebi.ac.uk/biocat/biocat.html

. DNA polymeraza - syntetizuje novou DNA ve sméru 5—3 " podle sekvence
nukleotidii v komplementarnim fetézci DNA od mista primeru navdzané¢ho na templat
azpojeho konec [5]. Zpocatku byly experimenty s PCR uskute¢néné s Klenowym
fragmentem DNA polymerdzy 1 z bakterie Escherichia coli [1]. Tento enzym byl vSak
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pfi vysSich teplotach inaktivovan a reakce probihala pfi teploté¢ 37 °C, coz vedlo k tvorbé
mnoha nespecifickych produkti.

Vsoucasné dobé se vyhradné pouzivaji polymerdzy izolované ztermofilnich
mikroorganismu. Nejcastéji se pouzivd Tag DNA polymeraza z termofilni bakterie Thermus
aquaticus, ktera zije v horkych pramenech. Tato polymerdza disponuje pouze 5'—3’
endonukledzovou aktivitou, tudiz se v nové syntetizovaném fetézci mohou vyskytovat chyby
[4]. Tag DNA polymeraza ma teplotni optimum okolo 75 - 80 °C, kdy je jedna molekula
enzymu schopna piidat k primeru asi 150 nukleotidi za sekundu [1]. Pfi nizsich teplotach
aktivita Tag polymerazy klesa. Pfi teplotich nad 90 °C je enzym inaktivni, ale neni
denaturovany, pfi¢emz po snizeni teploty dochdzi ke znovuobnoveni enzymatické aktivity [1].
DNA polymeraza se vyznacuje kromé& polymerdzové aktivity také exonukledzovymi
aktivitami. 3’exonukledzova aktivita umoznuje opravu chybné zafazeného nukleotidu
a oznacuje se jako ,,opravna aktivita“.

Do reakéni smési o objemu 25 - 50 ul se standartné ptidava 0,5 - 2,5 U Tag DNA
polymerazy, smés tedy obsahuje 2x10'*-10x10"* molekul tohoto enzymu [4].

. DNA templat - slouzi jako matrice pro syntézu novych fetézci DNA. Obsahuje cilova
mista pro primery a do PCR miZe byt pfidavan v jedno nebo dvoufetézcové formé [5].
Kvalita templatové DNA vyrazné ovliviiuje ucinnost amplifikace. Vzorek DNA by mél byt
dostatecné Cisty, aby neobsahoval inhibitory PCR, pfic¢emZ ma obsahovat pfimétené mnoZstvi
DNA. Nékdy ziedéni vzorku vede, nasledkem zfedéni inhibitort PCR ptitomnych ve vzorku,
k lepsimu vysledku [1]. Amplifikace uzaviené kruznicové DNA je mén¢ Gi¢inna nez u linearni
formy [4]. Typickd mnozstvi bakterialni a plazmidové DNA piidavané do reakce jsou 10 ng,
I ngalpgl3].

1.5.1.3 Charakteristika a piisobeni inhibitorii PCR

PCR je Siroce pouZivana metoda v molekularni diagnostice pro detekci mikroorganismi
v komplexnich biologickych vzorcich. Je vSak limitovana piitomnosti slozek, které¢ jednak
inhibuji PCR nebo mohou sniZovat u¢innost amplifikace [5]. Inhibitory mohou vést k faleSné
negativnim vysledkiim PCR reakci a k chybné diagnostice.

Latky, inhibujici amplifikaci nukleovych kyselin v pribéhu PCR reakce, mohou byt
extracelularniho nebo  intracelularniho  charakteru. K intraceluldarnim  inhibitoriim,
tj. inhibitorim pfitomnym uvnitf bakteridlnich bunék, fadime napt. endogenni nukleazy
(u stafylokokl, salmonel, kampylobakterd), peptidy (u kampylobakterti), proteinazy,
polysacharidy. Extracelularni inhibitory, tj. inhibitory nachdzejici se ve vzorcich mimo
bakterialni bunky, obecné zahrnuji komponenty a reagenty vzorki napt. krev (hemoglobin,
IgG), mocovina, heparin, potraviny a jejich slozky (Ca** v mléce, mlééné proteinazy,
glykogen, tuky), slozky zivotniho prostfedi (huminové kyseliny, tézké kovy), slozky
kultiva¢nich médii (Zlu€ové kyseliny a soli), detergenty, ionty, antibiotika, proteiny, mineralni
oleje a dalsi [5].
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Podle mechanismu inhibice rozdélujeme inhibitory do tii skupin. Zatazeni do téchto skupin
neni absolutni, protoze inhibitory mohou pisobit vice jak jednim zplisobem v zavislosti
na chemickych, enzymatickych a fyzikdlnich podminkach reakce [5].

Inhibitory obvykle piisobi nasledujicimi mechanismy:
e zabranuji dostate¢né ucinné bunécné lyzi nutné k uvolnéni DNA

Zakladni podminkou amplifikace DNA je, ze dojde k lyzi bunék a k uvolnéni nukleovych
kyselin, které¢ jsou dale podrobeny amplifikaci. Poruseni integrity bunécné stény nemusi byt
dostate¢né a tudiz nedojde k uvolnéni DNA pro amplifikaci. Nedostate¢na lyze bun¢k miize
nastat jak v dasledku nevhodné volenych reakénich podminek tak i v disledku inaktivace
nebo nizké kvality lytickych enzymt [5]. Pfi praci s hrubymi lyzaty buné¢k nékdy dochazi
k nedostate¢nému oddéleni uvolnéné DNA od strukturdlnich proteini a proteinil, vazanych
sena DNA, a vysledkem je inhibice PCR. Proteolytické enzymy, denaturacni cinidla
¢i fenolové latky obsazené ve vzorcich mohou degradovat enzymy pouzivané pro lyzi bunék.

e degraduji cilové nukleové kyseliny nebo primery, popripadé obsazuji jejich vazebna
mista

Degradace cilové DNA nebo primera zptsobuje selhani reakce. Degradace DNA mize nastat
vlivem fyzikdlnich, chemickych nebo enzymatickych procesii. Rozpada se hlavné z divoda
neenzymatické hydrolyzy, neenzymatické methylace, oxida¢niho poskozeni a enzymatické
degradace [5]. Nukledzy mohou vstoupit do reakce z vnéjSiho prostfedi diky neopatrné
manipulaci se vzorkem, mohou byt pfitomny v cilovém mikroorganismu nebo v ostatnich
bakteriich pfitomnych ve vzorku. Nespecifické autodegradace mohou rovnéz nastat, jsou-li
v bunikach pfitomny restrik¢ni endonukleazy [5].

e inaktivuji termostabilni DNA polymerazu (degradaci nebo tvorbou komplexu
S enzymem)

Jako pfi€ina inhibice je ¢asto uvadéna interference s lytickymi enzymy, které piisobi na DNA
a proteiny a které ovliviiuji vazbu mezi cilovou DNA a polymerazou. Proteolytické enzymy
a denaturacni ¢inidla mohou také inaktivovat polymerdzu, a proto musi byt ihned po bunécné
lyzi inaktivovany. MocCovina muize zpusobit inhibici pfimou denaturaci polymeraz [5].
Fenolické latky ze vzorki, nebo zbytky po fenolové extrakci DNA mohou inhibovat reakci
vyvazanim nebo denaturaci polymerazy. Syrové proteiny byly objeveny jako inaktivatory Tag
polymerazy. Lze je odstranit pomoci extrakce horkym roztokem NaOH. Bakteridlni proteazy
a nukledzy, stejn¢ jako degradaéni produkty bunck, zlu¢ové kyseliny, soli Zlu¢ovych kyselin
a dal§i faktory mohou zabranit amplifikaci (fyzikdlné-chemickd inhibice a enzymaticka
degradace) [5]. Vybérem vhodné polymerdzy je mozné ucinngji amplifikovat nukleové
kyseliny z urc¢itého biologického materialu bez nutnosti specifické upravy vzorku pied PCR.

1.5.2 Magnetické separacni techniky a izolace DNA

Magnetické separacni techniky vyuzivajici velmi malé magnetické castice s vazanymi
afinitnimi ligandy pfedstavuji novy progresivni trend v oblasti separacnich technik.
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Magnetické separace jsou jednou zmoznosti, jak v nékterych piipadech urychlit nebo
usnadnit nekteré bézné¢ pouzivané separacni a purifikacni postupy. Jejich pouziti mize byt
zvlasté vyhodné pfi praci v heterogennich systémech, zejména pro izolaci minoritnich slozek
z komplexnich systémt bez ptedchozi (nebo jen ¢astec¢né) purifikaci.

1.5.2.1 Princip bioseparace pomoci dvoufazového systému

Mezi vyznamné separacni metody patii extrakce, tj. rozdélovani latek mezi dvé nemisitelné
faze. Princip extrakce je primarné zaloZen na chemickych vlastnostech, jako je hydrofobicita
a hydrofilita jednotlivych latek a jejich vzdjemnych interakci [10]. Dvoufazovy vodny systém
je alternativou tradinich extrakénich technik, zaloZenych na rozdélovani latek mezi
organickou a vodnou fazi. Tradi¢ni dvoufazové systémy pouzivané k bioseparaci jsou slozeny
ze dvou nemisitelnych polymerit ve vodném roztoku, napiiklad PEG/NaCl, dextran/PEG
(polyethylenglycol; HO-(CH;, -CH; - O), -H) [10]. Ob¢ faze obsahuji zejména vodu a to
ze 70-90 %. Nemisitelnost jednotlivych fazi je pfisuzovana rozdilu hustoty vodnych roztoka
v jednotlivych fazich. Ve dvoufazovém systému horni fazi tvofi pfevazné poly-ethylenglykol.
Tento jev je pravdépodobné zplisoben hydrofobnim prostfedim a methylenovymi skupinami
polyethylenglykolu [10].

Individualni DNA fetézec zaujima tvar podlouhlé spirdly, pokud je rozpuStén ve vodném
solném roztoku [17]. Za urcitych neptiznivych podminek, molekula DNA mutze podlehnout
strukturnimu pfechodu zrozbaleného spirdlovitého tvaru do zhroucené¢ho stavu. Tento
ptechod je indukovén polyethylenglykolem (PEG) ve smési rozpoustédla obsahujici tlumici
stil, vodu a methanol [17].

1.5.2.2 Piiprava magnetickych nosici

V této diplomové praci byly pouzity magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethyl
methakrylat-co-glycidyl methakrylat (P(HEMA-co-GMA)) (1/1,w/w) o velikosti 2,2 um,
které byly piipraveny na Ustavu makromolekuldrni chemie Akademie véd CR v Praze.
Magnetické castice byly ziskany disperzni kopolymeraci 2-hydroxymethakrylatu a glycidyl
methakrylatu v prostfedi toluenu/2-methylpropan-1-olu a koloidni olejové kyseliny, kteréd
pokryvala povrch magnetitu Fe;O4 (FeO.Fe,03), ktery tvoii magnetické jadro. Hydroxylové
skupiny na povrchu mikro¢astic byly oxidovany 2 % vodnym roztokem manganistanu
draselného v kyselém prostiedi (2mol/l H,SO4) na karboxylové skupiny [16]. Obsah
karboxylovych skupin byl 0,764 mmol/l -COOH/g [14]. Jako kontrola bylo pouZzito
magnetické sklo (2 mg/ml).

1.5.2.3 Vlastnosti magnetickych nosicu

Magnetické ¢astice (Obr.1.6) pouzivané k izolaci DNA jsou superparamagnetické latky, tzn.
ze vykazuji magnetické vlastnosti pouze v pfitomnosti vn¢jsitho magnetického pole. VétSinou
nemaji zbytkovy magnetismus a tudiz se bez pfitomnosti vnéjSitho magnetického pole
neshlukuji a vytvaii homogenni suspenzi. Ze vzorku Ize nosie odstranit pomoci
magnetického separatoru [10].

25



Obr. 1.6:Mikroskopicky snimek magnetickych Castic.
Nosic pro izolaci DNA musi splilovat nasledujici podminky:
4. byt chemicky stabilni v podminkéch vyzadovanych pro vazbu DNA na nosi¢
5. byt odolny k mikroorganismiim a enzymové degradaci
6. byt rigidni, nerozpustny ve vod¢, hydrofilni, nejlépe sférického tvaru
7. obsahovat dostatecny pocet skupin k navazani ligandu
8. mit dostatec¢né velky specificky povrch
9. dochazet k minimélnim nespecifickym sorpcim na nosic¢

10. mit v pfipadé magnetickych nosicti velmi nizky zbytkovy magnetismus po odstranéni
vnéjsSiho magnetického pole

11. mit nizkou cenu, umoziovat snadnou manipulovatelnost
12. nesmi interferovat v PCR
1.5.2.4 VyuZiti magnetickych nosici

Od pocatku 70.let se mnohé magnetické separace zacaly uplatiiovat v fad¢ aplikaci a rtiznych
oblastech biotechnologie. Magnetické Céstice se staly atraktivni pro vyuziti hlavné v biologii
a lékafstvi pro diagnostiku a terapeutickd pouziti. V diagnostice, magnetické senzory
a magnetické nanocastice jsou zaméfeny na detekci individualnich nadorovych bunék v jejich
pocate¢nim stadiu [16]. Navic, magnetické Castice jsou uziteCné v genomové analyze, kde
se molekuldrni metody stavaji stale dilezitéjsi [15]. Reverzibilni imobilizace na pevné fazi
(SPRI) na magnetickych ¢asticich s funkénimi karboxylovymi skupinami je velice vhodna
napiiklad pro izolaci DNA fragmenti. Porovnanim sbé&znymi metodami, prace
s magnetickymi ¢asticemi je rychla jednoducha, citliva, bezpecna a DNA se ziskd ve vysokém
vytézku a Cistoté [15]. Toto déla SPRI slibnou také pro identifikaci patogennich bakterii
v potravinaifském primyslu.
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Magnetické ¢astice nalezly uplatnéni v fad¢ aplikaci [10]:

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

imobilizace enzymu a jejich nasledné vyuziti

izolace enzymu a jejich inhibitora

izolace protilatek a antigent

magnetickd imobilizace 1€Civ a jejich nasledné vyuziti k 1é€ebnym tcelim
odstranovani tézkych kovi, predevsim v laboratornich podminkéach
separace organickych xenobiotik jako jsou karcinogeny a mutageny
mozné pouziti k imunopurifikaci a nasledné v imunologickych testech
vyuziti k bunécné separaci

izolace a purifikace DNA v molekularni diagnostice
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2. CiL PRACE

1. Amplifikovat specificky PCR produkt a stanovit citlivost PCR s vyuzitim rodovée
specifické PCR Lactobacillus a druhové specifické PCR Streptococcus thermophilus.

2. S vyuzitim magnetickych nosicli izolovat celkovou DNA z 10 vybranych mléénych
kysanych vyrobkil a pouZit ji pro prokazani ptitomnosti DNA S. thermophilus druhové
specifickou PCR.

3. Prokazat piitomnost bakterii druhu S. thermophilus v 25 lyofilizitech kmenl
S. thermophilus sbirky Laktoflora. K tomu pouzit DNA izolovanou magnetickym
nosicem a DNA izolovanou fenolovou extrakei.
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3. MATERIAL A METODY
3.1 Kaultivaéni média a roztoky
3.1.1 Kultiva¢ni média

e MRS médium

MRS médium (Oxoid, England) se pfipravi podle navodu vyrobce. Sterilovat v autoklavu
pfi 121 °C/15 minut. Poté se sterilné pfida glukéza (LACHEMA, CZ) v mnozstvi
odpovidajici vysledné koncentraci 5 g/l.

e MRS agar

MRS médium se pfipravi podle navodu vyrobce. Pridd se agardza (15 g/l, Invitrogen,
Scotland, UK). Sterilizovat se v autoklavu pti 121 °C/15 minut. Poté se sterilné ptida glukdza
v mnozstvi odpovidajici vysledné koncentraci 5 g/l.

e M17 médium

18,63 g M17 broth (Oxoid, England) nasypat do 475 ml destilované vody. Sterilovat
v autoklavu pti 121 °C/15 minut. Poté steriln¢ ptidat 25 ml 10 % roztoku laktdzy
(LACHEMA, CZ), rozplnit do alikvotd a uchovavat v lednicce.

e M17 agar

37,25 g M17 broth rozpustit v 950 ml destilované vody a poté pridat 12 g agardzy. Sterilovat
v autoklavu pii 121 °C/15 minut. Poté steriln¢ ptidat 50 ml 10 % roztoku laktézy a rozlit
na Petriho misky.

e Bile esculin azide agar

56,2 g Bile esculin azide agar (Biokar, Francie) rozpustit v 1 1 destilované nebo deionizované
vody. Pomalu pfivést k varu a michat az do uplného rozpusténi. Rozplnit do alikvotid
a sterilovat v autoklavu pti 121 °C/15 minut. Poté rozlit na Petriho misky.

e Krevni agar

Byl dodéan jiz ve formé¢ utuhlého agaru na Petriho miskdch od firmy Merck spol. s.r.o.
(Némecko)
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3.1.2 Roztoky pro izolaci bakterialni DNA, pripravu hrubych lyzatu bakteridalnich
bunék a agarézovou gelovou elektroforézu

e 0,5MEDTA pH 8,0

202,225 g EDTA (Serva, Heidelberg, SRN) nasypat do 800 ml destilované vody, umistit
na magnetickou michacku. pH upravit pfidanim asi 20 g NaOH v peletkach. Nejprve pridat
15 g a potom zbytek za kontroly pH. EDTA se rozpusti v pH 8,0. Doplnit destilovanou vodou
do 1 1. Roztok je mozné prefiltrovat. Sterilizovat v autoklavu. Rozplnit do alikvott.

e 70 % ethanol
Smichat 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody.
e Lyzacni roztok A (10 mM Tris pH 7,8, 5 mM EDTA pH 8,0)

Smichat 1 ml 1M Tris o pH 7,8 (PENTA, Chrudim), 1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml
destilované vody. Sterilizovat v autoklavu.

e Lyza¢ni roztok B (10 mM Tris pH 7,8, 5 mM EDTA pH 8,0, lysozym 3 mg/ml)

Steriln€ smichat 1 ml 1M Tris (pH 7,8), 1 ml1 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody.
Pred pouzitim do roztoku pfidat lysozym (DIFCO LABORATORIES, Detroit, USA)
v mnozstvi 3 mg/ml. Pfipravuje se vzdy Cerstvy.

e 5 M NaCl

58,4 g NaCl rozpustit ve 150 ml destilované vody. Doplnit destilovanou vodou do 200 ml.
Sterilizovat v autoklavu.

e 1M NaOH

40 g NaOH rozpustit v 800 ml destilované vody. Doplnit do 1 1. Rozplnit do alikvota.
Sterilizovat v autoklavu.

e 3 M octan sodny, pH 5,2

408,1 g trihydratu octanu (LACHEMA,CZ) sodného rozpustit v 800 ml destilované vody.
Upravit pH na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Doplnit destilovanou vodou do 1 1. Rozplnit
do alikvott. Sterilizovat v autoklavu.

e 40 % PEG

40 g PEG 6000 (Fluka, Germany) rozpustit v 60 ml sterilni destilované vody. Doplnit sterilni
destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizovat v autoklavu pti 121 °C/15 minut. Uchovavat
pii 4 °C.
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o SDS (10 %, 20 %)

10 (20) g SDS (Sigma, St. Lois, USA) rozpustit v 90 (80) ml destilované vody. V piipadé
pomalého rozpousténi zahtat na 68 °C. Upravit pH na 7,0 nékolika kapkami koncentrované
HCI. Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Nemusi se sterilizovat. Pfi vaZeni praskového
SDS je nutno pouZivat Gstenku.

e 5x TBE pufr

54 g Tris-baze (PENTA, Chrudim) a 27,5 g kyseliny borité (Lachema, CR) rozpustit v 600 ml
destilované vody. Ptidat 20 ml 0,5 M EDTA pH 8,0. Upravit pH na 8,3 pomoci 1 M NaOH.
Doplnit destilovanou vodou do 1 1. Lze pftefiltrovat a sterilizovat v autoklavu. Pied pouzitim
se 10 x nafedi na vyslednou koncentraci 45 mM Tris, 45 mM kyselina boritd a 1 mM EDTA.

e 10 x TE pufr

10 ml 1 M Tris-baze pH 8,0 a2 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 rozpustit v 900 ml destilované vody,
upravit pH na 8,0 pomoci 1 M NaOH. Doplnit destilovanou vodou do 1 1. Rozplnit
do alikvotl. Pfipravit sterilné nebo sterilizovat v autokldavu pti 121 °C/15 minut.

Pted pouzitim se 10x ziedi sterilni destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 0,01 M Tris
a 0,001 M EDTA.

e 1MTrispH7,8

12,1 g Tris-baze rozpustit v 80 ml destilované vody. Upravit pH pomoci koncentrované
kyselina HCI. Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Sterilizovat v autoklavu.

e CIZ (chloroform-izoamylalkohol)

Smés chloroformu a izoamylalkoholu (LACHEMA, CZ) v poméru 24:1.
e Fenol pH 7,8

Destilovany fenol (LACHEMA, CZ) nasyceny v TE pufru, pH 7,8.

e Proteinaza K (1mg/ml, 100 pg/ml) - Sigma, St. Lois, USA

e RNaiza A (100 pg/ml) - Sigma, St. Lois, USA

e Nanaseci pufr (2,5 % Ficoll 400) - Top-Bio, Praha, CZ

e Magnetické ¢astice Fkol 770x (2 mg/ml) - Ustav makromolekularni chemie akademie
véd, Praha, CZ

e Standard Malamité - Malamité v.o.s.
e Ethidiumbromid (500 pg/ml) - Sigma, St. Lois, USA
e PCR komponenty - Top. Bio, Praha, CZ (neni-li uvedeno jinak)
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3.1.3 Pouzité chemikalie

Bézné chemikalie v Cistoté p.a. byly ziskany z dostupnych zdroj.

3.1.4 Komponenty PCR pro rod Lactobacillus

PCR voda

Reakéni pufr kompletni pro 7ag DNA polymerazu 1.1 (10 x koncentrovany)
dNTP smés (10mM)

primer LbBLMA 1 (10 pmol/ul) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ
primer R 16-1 (10 pmol/ul) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ

Taq 1.1 polymeréza (1U/pl)

3.1.5 Komponenty PCR pro rod Streptococcus

PCR voda

Reakéni pufr kompletni pro 7ag DNA polymerdzu 1.1 (10 x koncentrovany)
dNTP smés (10mM)

Sterm 1 (10 pmol/pl) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ

Sterm 2 (10 pmol/ul) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ

Taq 1.1 polymeraza (1U/pl)

3.1.6 Komponenty PCR pfi pouZiti univerzalnich primeri

PCR voda

Reakéni pufr kompletni pro 7ag DNA polymerazu 1.1 (10 x koncentrovany)
dNTP smés (10mM)

DG 74 (10 pmol/ul) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ

RW 01 (10 pmol/ul) - Generi-Biotech, Hradec Kréalové, CZ

Taq 1.1 polymeraza (1U/pl)

Hoftec¢naté ionty v podobé MgCl,
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3.1.7 Komponenty PCR pro rod Enterococcus

e HotStar Taqg DNA PCR smés* - Qiagen, Némecko

e E1 (10 pmol/pl) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ
e E2 (10 pmol/pl) - Generi-Biotech, Hradec Kralové, CZ

*Pro PCR byla pouzita HotStar Tag DNA PCR smés, kterd obsahuje HotStar 7ag DNA
polymerasu. Tato polymerasa je modifikovanou formou 7ag DNA polymerasy. V PCR sm¢si
je v inaktivovaném stavu, takZe nema Zadnou polymerasovou aktivitu. Absence polymerasové
aktivity brani extenzi nespecificky pfipojenych primerti a vzniku primerovych dimert, které
se jinak tvoti pii nizkych teplotach na pocatku PCR a béhem prvniho PCR cyklu. HotStar Tag
DNA polymerasa je aktivovana az po 10 minutové inkubaci pii 94 °C [34].

3.2 Bakterialni kultury

V experimentech byly pouzity bakterialni kmeny S. thermophilus ziskané ze Sbirky
mlékatskych kultur Laktoflora (CCDM, Tébor) a Ceské sbirky mikroorganismii (CCM,
Brno). Jednotlivé druhy pouzitych kmend jsou uvedeny v tabulce 3.1. Mikroorganismy
ziskané z Ceské sbirky mikroorganismii byly pouzity jako referen¢ni. Dale byla pouzita
chromozomalni DNA izolovana zdruhu Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 212/06
pro pfipravu hmotnostnich standardi.
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Tab. 3.1: PouZité bakteridlni kmeny

Nazev kultury Sbirkové ¢islo - CCDM | Oznaceni pro dipl. praci
Streptococcus thermophilus 33 1
Streptococcus thermophilus 45 2
Streptococcus thermophilus 439 3
Streptococcus thermophilus 440 4
Streptococcus thermophilus 487 5
Streptococcus thermophilus 490 6
Streptococcus thermophilus 534b 7
Streptococcus thermophilus 712 8
Streptococcus thermophilus 713 9
Streptococcus thermophilus 769 10
Streptococcus thermophilus 786 11
Streptococcus thermophilus 954 12
Streptococcus thermophilus 955 13
Streptococcus thermophilus 957 14
Streptococcus thermophilus 1008 15
Streptococcus thermophilus 1011 16
Streptococcus thermophilus 1012 17
Streptococcus thermophilus 1013 18
Streptococcus thermophilus 1014 19
Streptococcus thermophilus 1015 20
Streptococcus thermophilus 1022 21
Streptococcus thermophilus 1032 22
Streptococcus thermophilus 1033 23
Streptococcus thermophilus 1042 24
Streptococcus thermophilus 1045 25
Lactobacillus paracasei subs. paracasei | 212/06

Nazev kultury

Sbirkové ¢islo - CCM

Streptococcus thermophilus

4757

CCM...Czech Collection of Microorganisms
CCDM...Culture Collection of Dairy Microorganisms
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3.3 Kysané mlé¢né vyrobky

Pro tuto diplomovou praci bylo zakoupeno 10 nidhodné komeréné vybranych kysanych
mlécnych vyrobki z prodejni sité (v tabulce 3.2).

Tab. 3.2: Druhy mlécénych vyrobkii.

¢. vzorku | Nazev mlééného vyrobku Vyrobce

L. Choceiisky smetanovy jogurt - bily Chocenska mlékérna s.r.0.
I1. Smetanovy jogurt z Valasska - boravka Mlékarna ValaSské Mezifici s.r.o.
I1I. Florian - borivka OLMA s.r.0., Olomouc

IV. Activia - sladk4 bila Danone a.s.
V. Jogobella - jahoda Zott GmbH & Co

VL Selsky jogurt - boriivka Hollandia Karlovy Vary a.s.

VIL Bio jogurt - jahoda OLMA s.r.0., Olomouc

VIIIL Dobrd méama - rozmixované jahody Danone a.s.

IX. JihoCesky zakys Madeta a.s.
X. Acidofilni mléko plnotucné MIékarna Valasské Mezifici s.r.o.

3.4 Pristroje a pomiicky

e Laboratorni vahy (Kern & Sohn, Némecko)

e Centrifuga mini Spin 14 500 min™' (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Centrifuga mini Spin 13 400 min™' (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Exikator (KIF LAB Freiburg, Némecko)

e Fotoaparat Polaroid CD34 na film T667 (Cambridge, Velka Britanie)
e Fotoaparat Canon PC 1193 (Japonsko)

e Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 pl (Polsko)
e Mikrovlnna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

e Magnet s magnetickym pasem (DYNAL, Oslo, Norsko)

e Ockovaci box (Fatran, CR)

e Spektrofotometr Spekol 1300 (Jena, Némecko)

e Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

e Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Mi;lano, Italie)

e Minicycler PTC 100 (MJ Research, USA)
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e Termocykler PTC 200 (BIO-RAD Lab., USA)
e Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)
e Zafizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

e Zafizeni pro elektroforézu Mini gel unit 7x10 cm (Hoefer, USA)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-300

(Owl Scientific, USA)

e B¢&zné laboratorni sklo, umélohmotny laboratorni material a pomticky
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3.5 Metody
3.5.1 Kultivace bakterialnich bunék a ovéreni jejich Cistoty

3.5.1.1 Kultivace bunék druhu Lactobacillus paracasei ssp. paracasei a ovéieni jejich
cistoty

Z kultur uchovéavanych pii — 80 °C se bakterialni buiiky vyockuji do tekutého média MRS
s 0,5 % glukézou a kultivujyi se 24 hodin pfi teplot€¢ 30 °C. Bakterialni kultura narostla
v tekutém zivném médiu se kiizovym roztérem pienese na Petriho misku s agarem MRS
a kultivuje se 24 hodin pii 30 °C. Vzhled kolonii na misce se zkontroluje vizualné.

3.5.1.2 Kultivace bunék druu Streptococcus thermophilus a ovéieni jejich Cistoty

Z kultur uchovavanych pii — 80 °C se bakteridlni buiiky vyockuji do tekutého média M17
s 10 % roztokem laktozy a kultivuji se 24 hodin pfi teploté 37 °C. Bakteridlni kultura narostla
v tekutém Zivném médiu se kiizovym roztérem pienese na Petriho misku s agarem M17
a kultivuje se 24 hodin pti 37 °C. Vzhled kolonii na misce se zkontroluje vizualné.

3.5.1.3 Kultivace bakterii 7z lyofilizatit bunécnych kultur kmenii Streptococcus
thermophilus ziskanych ze Sbirky mlékaiskych kultur mikroorganismii (CCDM,
Tabor) a ovéreni jejich Cistoty

Do vialek s lyofilizdtem bun¢k se pfida 3 - 5 ml tekuttho M17 média a dobie
se rozsuspenduje. Z takto pripravené kultury lze odebrat 1 ml bun€k pro izolaci magnetickymi
nosici bez predchozi kultivace. Zbytek ve vialkach se kultivuje 24 hodin pii 37 °C. Poté se
narostla kultura prepipetuje do 10 ml tekutého M17 média ve zkumavce v mnozstvi 1-3 %
objemovych a nechd se kultivovat pti 37 °C 24-48 hodin. Bakteridlni kultura narostla
v tekutém Zivném médiu se kiizovym roztérem pienese na Petriho misku s agarem M17
a kultivuje se 24-48 hodin pii 37 °C. Vzhled kolonii se na misce zkontroluje vizualné.

3.5.1.4 Kultivace bunék rodu Enterococcus na Bile esculin azide agaru a poté na krevnim
agaru

Bakteridlni kultura narostla v tekutém zivném médiu (v naSem piipadé v médiu M17)
se kiizovym roztérem pienese na Petriho misku s Bile esculin azide agarem a kultivuje
se pii 37 °C po dobu 24 az 72 hodin. Vzhled na misce se zkontroluje vizualng, pfiCemz
kolonie enterokokl tvoii malé prisvitné kolonie obklopené ¢ernym halo. Jedna z téchto
narostlych kolonii byla vypichnuta a klickou rozetfena na krevni agar, kde probihala kultivace
pii 37 °C po dobu 24 hodin Vzhled narostlych kolonii byl odecitan na pfitomnost a, B ¢i
y-hemolyze dle kapitoly 1.2.2.

3.5.2 Izolace bakterialni DNA metodou fenolové extrakce
Neni-li uvedeno jinak, byly jednotlivé postupy provedeny podle ndvodia k laboratornim
cvitenim Specidlni metody analyzy mikroorganismi 1. (Spanova a Rittich 2006).

Nepublikovano.
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3.5.2.1 Priprava bunék pro izolaci DNA

1 ml narostlé kultury bunék v tekutém zivném médiu M17 se ptenese do 1,5 ml zkumavky
eppendorf a pfipravena smés se zcentrifuguje pti 10 000 otackach po dobu 3 minut. Vznikly
supernatant se slije a sediment se necha okapat.

3.5.2.2 Lyze bunék

1.

Ziskany sediment se resuspenduje v 1 ml lyza¢niho roztoku A (viz kapitola 2.1.2).
Nejdiive se pfida 100 pl roztoku, dobfe se promicha a poté se ptidd zbyvajicich
900 pl a suspenze se opét dikladné promicha.

Suspenze se centrifuguje pi1 10 000 otackach po dobu 3 minut. Supernatant se opatrné
slije a sediment se necha dobie okapat. K sedimentu se poté ptida 500 pl lyza¢niho
roztoku B a dokonale se resuspenduje.

Vzorky se inkubuji pti laboratorni teploté za ob¢asného promichani po dobu 1 hodiny.
K suspenzi se ptida 25 pl 10 % SDS a 5 pl proteinazy K (100 pg/ml) a promicha se.

Vzorky se inkubuji pii 55 °C do projasnéni roztoku, pfipadné az do druhého dne.
Obcas se promichaji.

Do zkumavky eppendorf se odebere 20 pl hrubého lyzatu bun¢k a uschova
se v chladnicce pro gelovou elektroforézu.

Ke zbyvajicimu roztoku se pfidd 10 ml RNazy A (100 pg/ml) a po promichani
se inkubuje pfi 37 °C 30 minut.

Pokud analyza nenavazuje bezprostiedné¢ po izolaci, tak se vzorky uchovavaji v mraznicce,
aby se predeslo mozné degradaci DNA.

Takto upravené vzorky DNA obsahuji velké mnozstvi proteinii a fragmentd RNA, proto
se provadi purifikace DNA metodou fenolové extrakce.

3.5.2.3 Fenolova extrakce

1.

K lyzatu bunék se ptida stejny objem fenolu (pfedestilovaného, pH upraveno na 7,8).
Smés se kyvavym pohybem opatrné promichava po dobu 4 minut. Dulezité
zaznamenavat cas.

Vzorek se centrifuguje pti 14 000 otackach po dobu 3 minut.

Pomoci Spicky sustfizenym hrotem se odebere vodni fize s DNA do sterilni
eppendorfovy zkumavky. Nesmi dojit k odebrani proteinové mezivrstvy!

K vodni fazi s DNA se pfidd 700 pl CIZ smési a opatrné se kyvavymi pohyby
promichava 4 minuty.
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5. Smés se centrifuguje pii 14 000 otackach po dobu 3 minut.

6. Horni vodni faze s DNA se odebere do sterilni eppendorfovy zkumavky.
3.5.2.4 PresraZeni DNA ethanolem

1. Pomoci pipety byl zjistén pfiblizny objem vzorku DNA ve zkumavce.

2. Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3M octanu sodného a smés byla
promichana.

3. DNA se necha vysrazet pii -20 °C po dobu 15 minut.

4. Vzorek se centrifuguje pii 14 000 otackach po dobu 15 minut. Supernatant se opatrné
slije a déle se pracuje jen se sedimentem.

5. Sediment DNA se ususi v exikatoru po dobu asi 7 - 10 minut.
6. UsuSeny sediment DNA se rozpusti v 500 pul TE pufru.

Takto pfipravena DNA se pouzije pro agardézovou gelovou elektroforézu
a pro spektrofotometrické méteni. Uchovava se v lednicce.

3.5.3 Izolace DNA z tekutého mlé¢ného vyrobku
Vzorek vyrobku se odebira a dale zpracovava podle své konzistence.
o tekuté fermentované mlécné vyrobky (ndpoje) - bez prvotni pravy

e jogurty - odebere se 10 g vyrobku a pfida se 10 ml sterilni vody, vSe se dikladné
resuspenduje.

Dalsi postup izolace je pro oba typy vyrobki totozny.

1. Z tekutého mlé¢ného vyrobku je odebrano 2 x 1 ml vzorku do dvou 1,5 ml zkumavek
a vzorky jsou centrifugovany pii 14 000 otackéach po dobu 5 minut.

2. Supernatant se opatrn¢ jednim otoc¢enim slije a sediment se necha dobte okapat.
3. Sediment se promyje v 1 ml sterilni vody.

4. Poté je vzorek opét centrifugovan pii 14 000 otackach po dobu 5 minut. Supernatant
se op¢t opatrné jednim otocenim slije a sediment se neché okapat.
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5. K sedimentu se pfida 1 ml lyza¢niho roztoku B (viz kapitoly 2.1.2), dobte se promicha
a hodinu se inkubuje pfi laboratorni teplotg.

6. Ke vzorku se ptida 50 pl 20 % SDS (popt. 100 pl 10 % SDS) a 5 pl proteinazy K
(1 mg/ml). Necha se inkubovat do druhého dne pii 55 °C.

Vzorek se v ptipad¢€ potfeby uchovava v mraznicce.

Z takto ptipravenych hrubych lyzati bun¢k se DNA izoluje metodou fenolové extrakce nebo
pomoci magnetiskych nosicl. Pfitomnost DNA v lyzatu bun€k se ovefuje na 0,8 %
agardzove gelove elektroforéze

3.5.4 1Izolace DNA pomoci magnetickych nosici

3.5.4.1 Priprava smési pro izolaci DNA magnetickymi nosici

Separani smés snosi¢i je piipravovana v eppendorfovych zkumavkach (1,5 - 2 ml)
v riznych objemech dle tabulky 3.3.

Tab. 3.3: MnoZstvi jednotlivych komponent pro pFipravu separacni smési.

Vysledna koncentrace PEG 6000
Komponenta (pl)
8%
voda 50 100 200
NaCl (5M) 100 200 400
PEG (40 %) 50 100 200
magn. ¢astice (2 mg/ml) 25 50 100
vzorek (DNA, HL) 25 50 100
Vysledny objem (ul) 250 500 1000

Velmi diilezité je potadi smichdvani jednotlivych komponent separac¢ni smési. PouZzita potadi
jsou uvedena v tabulce 3.4.

Tab. 3.4: Poiadi komponent separacni smési.

poradi 1. 2. 3. 4. 5.
poitadi 1 voda NaCl PEG magn. Castice | vzorek DNA
poradi 2 voda NaCl vzorek DNA PEG magn. Castice

3.5.4.2 Izolace DNA s vyuZitim magnetickych nosicii (reversibilni imobilizace na pevné
fazi - SPRI)

1. Smés pripravend dle tabulky 2.2 se promichd a ponechd se inkubovat 15 minut
pii laboratorni teploté.

2. Céstice snavizanou DNA jsou odseparovany pomoci magnetu 15 minut
za laboratorni teploty.
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10.

3.5.5

Supernatant se slije nebo odpipetuje a uvolni se magnet z magnetického pasu.

Zkumavka obsahujici nosi¢ s navazanou DNA se promyje 70 % ethanolem, jehoz
pouzité mnozstvi zavisi na celkovém objemu vzorku (250 - 1000 pl). Tento postup lze
provést opakované nebo se nosi¢ s DNA mutize odpipetovat do ¢isté zkumavky.

Castice s DNA jsou odseparovany magnetem 2 minuty za laboratorni teploty.
Ethanol se odpipetuje ¢i slije a oddé€li se magneticky pas.

Zkumavky se ponechaji v horizontalni poloze a kratce se vysusi pii laboratorni teploté
nebo v termostatu po dobu asi 10 minut (do vypateni veskerého ethanolu).

Nésledn¢ je DNA eluovana do TE pufru 15 minut pfi laboratorni teploté. Mnozstvi
pouzité¢ho TE pufru zavisi na mnozstvi pipetovaného vzorku pfi piipravé separacni
smési (25, 50 nebo 100 ul TE pufru).

Eluovana DNA po SPRI je piepipetovana do Cisté zkumavky.

Takto ptfipravend DNA je pouZzita na spektrofotometrické stanoveni, agardézovou
gelovou elektroforézu a do PCR.

Piiprava DNA matrice pro PCR z bunék jedné bakteridlni kolonie

3.5.5.1 Povaieni bunék

1.

3.

Jednotliva kolonie bun¢k narostld na agarové misce je odebrana klickou do 0,2 ml
mikrozkumavky a rozsuspendovana ve 20 ul PCR vody.

Smés je 10 minut povafena podle programu BOIL, poté zchlazena na ledu a kratce
zcentrifugovana.

1 ul lyzatu bunék je pouzit do PCR smési jako DNA matrice.

3.5.5.2 Alkalicka lyze bunék
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1.

Jednotlivd kolonie narostld na agarové misce je odebrana klickou do 0,2 ml
mikrozkumavky a rozsuspendovana ve 20 ul lyza¢niho roztoku (0,05 M NaOH, 0,25%
SDS). Lyzaéni roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy ze zdsobniho roztoku 1 M NaOH
a 10 % SDS.

Smés je zahfivana 15 minut pfi teploté 95 °C podle programu DENATURATE.

K lyzatu bun¢k je pfidano 180 pl PCR vody. Lyzét je zchlazen na ledu a kratce
zcentrifugovan.

1 ul lyzatu bunék je pouzit do PCR smési jako DNA matrice.



3.5.6

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

. Vzorek DNA 10 x fedéné v TE pufru se vcelkovém objemu 100 pl umisti

do kiemenné spektrofotometrické kyvety s optickou délkou 1 cm. Jako referenéni
vzorek se pouzije TE puft.

Meéfeni probihd v rozmezi vinovych délek 220 - 320 nm.

Koncentrace DNA se stanovi z naméfené absorbance pfi vinové délce 260 nm podle
vztahu: Asep = 1 odpovidéa koncentraci 50 pg/ml (Cili 50 ng/ul) DNA [25]:

Cistota DNA se stanovi z poméru hodnot absorbanci pfi vinovych délkach 260 nm
a 280 nm: A260/A280

Absorpcni maximum DNA lezi v oblasti vinové délky 260 nm, proteiny maji absorp¢ni
maximum v oblasti vlnové délky 280 nm. Pro urceni ¢isté DNA je charakteristicky pomér
absorbanci Ajg/Azso = 1,8 - 2,0. Pokud vzorek obsahuje proteiny, jsou hodnoty poméru
mens$i néz 1,8. Pokud vzorek obsahuje molekuly RNA, tak je pomér hodnot vétsi nez 2,0.
Pro kontrolu obsahu zbytkl fenolu ve vzorku se jesté méfi absorbance pti vinové délce 310
nm a pokud ve vzorku nejsou pfitomny zadné zbytky fenolu, hodnoty absorbance jsou nulové.
Neni-li DNA dostateéné Cista, je tfeba opakovat deproteinaci fenolem a srdzeni DNA
ethanolem.

3.5.7

1.

Agarézova gelova elektroforéza bakterialni DNA

Smichanim 0,4 g agar6zy a 50 ml 0,5 x TBE pufru se pfipravi 0,8 % agardézovy gel.
Suspenze se diikladn€ rozvaii v mikrovinné troubé¢ za opakovaného michéni.

Roztok gelu se ochladi pfiblizné na teplotu 60 °C a rozléva se do predem pfipravené
elektroforetické vanicky a hiebinkem.

Gel se nechéd zatuhnout na vodorovné podloZce asi po dobu 1 hodiny za laboratorni
teploty.

Pfed nanasenim vzork se ze zatuhlého gelu opatrné vytdhne hiebinek.

Na podlozce z polyethylenu se smichd urCit¢é mnozstvi DNA, vody a nanaseciho
STOP pufru. Zpravidla se jednd o 5 - 10 pl DNA, 5 - 15 ul vody a 5 pl nanéaseciho
STOP pufru pro detekci bakteridlni DNA. Nanaseci STOP pufr obsahuje Ficoll, ktery
zpusobuje, Ze vzorek je téz$i nez voda, a proto nevymigruje z komurky.

Pro uréeni mnozstvi DNA v hrubych lyzatech bun¢k se ze vzorku DNA o koncentraci
35 ng/pl (kmene Lactobacillus) ptipravi nafedénim TE pufrem vzorky obsahujici
ur¢ité mnozstvi DNA (35, 70, 140, 280 a 350 ng) a prida se STOP pufr a nanesou
se na gel.

Vzorky DNA jsou opatrné naneseny do komurek v agar6zovém gelu postupné zprava
doleva.
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8.

9.

Gel se umisti do elektroforetické vany tak, aby zaporné nabitd DNA putovala
ke kladné elektrodé¢ ¢ili anod¢. Gel se prevrtsvi 0,5 x TBE pufrem ptiblizne do vysky
2 mm nad povrch gelu.

Elektroforéza probiha zpravidla pti napéti 60 V po dobu 1,5 hodiny. U jednotlivych
vysledkt jsou uvedeny pouzité hodnoty.

10. Po skonceni gelové -elektroforézy se gel barvi roztokem ethidium bromidu

o koncentraci 1 pg/ml po dobu 1 hodiny.

11. Obarveny gel se oplachne v destilované vodé a pozoruje se pod transiluminatorem

v UV svétle a fotografuje se Polaroid kamerou na film Polaroid 667.

3.5.8 Polymerazova retézova reakce

3.5.8.1 Priprava PCR smési
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l.

Vsechny komponenty PCR reakce se pred pouzitim vzdy zkontroluji, opatrné
promichaji a kratce centrifuguji. Sefadi se ve stojanku v takovém pofadi, ve kterém
se budou pipetovat. PCR smés se ptipravuje do 200 ul eppendorfovych zkumavek.

Mnozstvi pouzitych PCR komponent jsou riizné. Pfesnd mnoZstvi jsou uvedena
v tabulce 2.4, blize pak vzdy u jednotlivych vysledkii. Celkovy objem PCR smési je
roven 25 pul.

Pti ptipravé PCR smési 1ze postupovat 2 zptsoby. Pii prvnim zplisobu se smichaji
komponenty v uréitém potadi a jako posledni se pifidi DNA matrice. Takto
se analogicky postupuje u vSech ostatnich vzorki. Ve druhém pfipad¢ je nejprve
pfipravena smés komponent tzv. master mix. Master mix se pfipravi smichanim
jednotlivych reakénich komponent vyndsobenych poctem vzorki a kontrol. 1 ul DNA
matrice se vZdy ptidava k 24 ul master mix smési az jako posledni.

Kontrola kontaminace reak¢nich komponent (negativni kontrola) se pfipravi
smichanim 24 pl master mix smési a 1 pl vody pro PCR, ktera nahradi DNA matrici.

Jako kontrola specifity PCR reakce (pozitivni kontrola) se pouzije typovy nebo
sbirkovy kmen z Ceské sbirky mikroorganismii CCM Brno, ze kterého se DNA
izoluje, purifikuje a fedi na potfebnou koncentraci.

Reakéni komponenty se smichévaji v daném potadi (viz tabulka 3.5)



Tab. 3.5: SloZeni jednotlivich PCR smési.

Reak¢éni komponenta | MnozZstvi (ul)
SloZeni PCR smési pro druh Lactobacillus paracasei sups. paracasei CCDM 212/06
PCR voda do 25

10x reakéni pufr kompletni 2,5

Smés ANTP (10 mM) 1

Primer LbLMA 1 (10 pmol/ul) 1

Primer RL 16-1 (10 pmol/ul) 1

DNA polymerasa 1.1 (1U/ul) 1-2

DNA matrice 1-2

SloZeni PCR smési pro druh Streptococcus thermophilus (pro CCM i CCDM)
PCR voda do 25

10x reakéni pufr kompletni 2,5

Smés ANTP (10 mM) 1

Primer Sterm 1 (10 pmol/ul) 1

Primer Sterm 2 (10 pmol/ul) 1

DNA polymerasa 1.1 (1U/ul) 1

DNA matrice 1-5

SloZeni PCR smési pFi pouZiti univerzalnich primeri

PCR voda 14,5

10x reakéni pufr kompletni 2,5

Smés ANTP (10 mM) 1

Primer DG 74 (10 pmol/ul) 1

Primer RW 01 (10 pmol/ul) 1

DNA polymerasa 1.1 (1U/ul) 2

Hotec¢naté ionty (MgCl,) 2

DNA matrice 1

SloZeni PCR smési pro rod Enterococcus

Master mix 12,5

PCR voda 9,5

Primer E1 (10 pmol/ul)

Primer E2 (10 pmol/ul)

3.5.8.2 Provedeni PCR reakce

1. Vzorky obsahujici vSechny slozky PCR smési se opatrn¢ promichaji a kratce
centrifuguji. Zkumavky se umisti do termocykléru.

2. Termocyklér pracuje podle pfedem nastaveného programu viz tabulka 3.6.
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Tab. 3.6: Programy pro prithéh PCR reakci rodu Lactobacillus (LBC ROD), S. thermphilus
(STHER 30), rodu Enterococcus (Enterrod) a pii pouZiti univerzdlnich primerit (UNIV 30).

Program LBC ROD (kroky 1-3 se opakuji 30x)

Pocate¢ni denaturace 94 °C 10 minut

Denaturace DNA 95 °C 30 sekund

Hybridizace primert 55°C 30 sekund

Syntéza fetézce DNA 72 °C 60 sekund (v posl.cyklu 7 minut)
Program STHER 30 (kroky 2-4 se opakuji 30x)

Pocatecni denaturace 95 °C 5 minut

Denaturace DNA 95 °C 1 minutu

Hybridizace primerti 58 °C 1 minutu

Syntéza fetézce DNA 72 °C 2 minuty (v posl.cyklu 8 minut)
Program UNIV 30 (kroky 2-4 se opakuji 28x)

Pocatecni denaturace 95 °C 5 minut

Denaturace DNA 95 °C 1 minutu

Hybridizace primert 58 °C 1 minutu

Syntéza fetézce DNA 72 °C 2 minuty (v posl.cyklu 10 minut)
Program Enterrod (kroky 2-4 se opakuji 28x)

Pocatecni denaturace 95 °C 15 minut

Denaturace DNA 95 °C 1 minutu

Hybridizace primerti 60 °C 1 minutu

Syntéza fetézce DNA 72 °C 1 minutu

Konecnd syntéza fetézce DNA | 95 °C 1 minutu

3.5.9 Agardzova gelova elektroforéza PCR produktu

Postupuje se stejnym zplsobem jako v kapitole 2.4.7. Pro identifikaci PCR produktu rodu
Lactobacillus a pro PCR produkt, kde byly pouzity univerzalni primery, se pfipravuje
1,8 % gel, v ptipad€ druhu S. thermophilus 1,2 % gel a v ptipad¢ rodu Enterococcus 1 % gel.
Na gel se nanasi 25 ul DNA a 5 pl nanaseciho STOP pufru. Pro pfesné urceni velikosti
amplifikovaného PCR produktu se na gel pro detekci vzdy nandsi 5 pl standardu Malamité
(o velikosti fragmenti 100 bp ladder: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,
1200, 1500 bp).

3.5.10 EN-COCCUS test
Pracovéano podle navodi od vyrobce Pliva, Lachema, CZ.

Souprava EN-COCCUS test je urcena pro rutinni druhovou identifikaci klinicky vyznamnych
zastupct rodu Enterococcus. Souprava umoziuje provést identifikaci 36 kmenti, pomoci osmi
biochemickych testl: arginin, sorbdza, arabindza, mannitol, sorbitol, melibiéza, raffindza
a melezitdza. Souprava obsahuje mikrotitraéni desticky, PE sacky pro inkubaci a sterilni
ramecek desti¢ky s vickem pro inkubaci.

1. Pfipravi se prazdny ramecek s vickem.

2. Odfiznou se 3 strany kryci folie z transportni vanic¢ky a vyjme se desticka.
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8.

Pomoci skalpelu se odiizne pocet stript desti¢ky, ktery odpovida poctu testovanych
kment.

Vyftiznuté fady se vyjmou z desticky, sejme se ochranna Al folie, fady se umisti
do pripraveného prazdného ramecku a piekryji se vickem.

Do kazdé jamky ptislusného fadku desticky se inokuluje 0,1 ml suspenze piipravené
podle navodu.

K jamkam sloupce H se ptidaji po inokulaci 2 kapky sterilniho parafinového oleje.

Rémecek s naoCkovanymi fadami se vlozi do inkuba¢niho PE sacku a EN-COCCUS
test se vlozi do termostatu na 37 °C na 24 hodin.

Poté se odectou barevné reakce a zaznamenaji do ptislusnych tabulek.

Postup pti vyhodnoceni (viz tabulka 3.7 a obrazek 3.1):

l.

Vysledky, zaznamenané do formuldife pro zdznam vysledkd, jsou rozdéleny do tii
skupin (2 trojice a 1 dvojice testll) a v kazdé skupiné jsou testlim pfifazena Cisla 1, 2
a4

Pfi vypoctu profilu se sectou v kazdé skupiné testii hodnoty Cisel u testil s pozitivni
reakei (testiim s negativni reakci se pfifazuje hodnota nula).

Soucet se zapiSe do piislusného policka tadku ,profil“ ve formulafi, kdy vysledné
3ciferné ¢islo = profil.

Tab. 3.7: Priklad vypoctu profilu.

H G F E D C B A
ARG | SOE | ARA | MAN | SOR | MLB | RAF | MLZ | - EN-COCCUS test
1 2 4 1 2 4 1 2 - ¢iselné hodnoty testl
+ - _ + + _ - _ - vysledky reakci
1 (0) (0) 1 2 (0) (0) (0) - soucet hodnot
1 | 3 | 0 | - profil

V indexu nalezena identifikace, kterd odpovida profilu 130, ptislusi druhu Enterococcus
faecalis. Interpretace barevnych reakci je zndzornéna na obrazku 3.1.

H | =& | ¢ | & | o | ¢ | B | A
ARG | SOE | ARA | MAN | SOR | MIB | RAF | MLZ

® 00/ 0 0 o o 0 0 6
O ® 00000000000000

Obr. 3.1: Barevna Skala reakci.
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4. VYSLEDKY

4.1 Stanoveni citlivosti rodové specifické PCR - DNA Lactobacillus paracasei
sups. paracasei CCDM 212/06

4.1.1 Kultivace v tekutém médiu a na pevném agaru s ovéfenim cistoty bakterialni
kultury

Po 18 hodinach kultivace v tekutém MRS médiu bakterialni kmen bakterii rodu Lactobacillus
paracasei sups. paracasei CCDM 212/06 vytvarel mlécny zrnity zakal (dikaz ristu bunék).

> Kmen rostl v zakalu.

Kultura Lactobacillus paracasei sups. paracasei CCDM 212/06 narostla v tekutém médiu
MRS byla naoCkovana kiiZovym roztérem na plotny sutuhlym MRS agarem a po
24 hodinach kultivace pti 37 °C byl vizualné zkontrolovan vzhled kolonii.

» Jednotlivé narostlé kolonie byly bilého lesklého vzhledu a stejné velikosti (z cehoz 1ze
predpokladat, ze se pracuje s Cistou kulturou).

4.1.2 Izolace bakterialni DNA kmene Lactobacillus paracasei sups. paracasei
CCDM212/06

Bakterialni DNA byla izolovana z hrubych lyzath bunck, pteciSténa metodou fenolové
extrakce a presrazena 96 % ethanolem. Pfitomnost izolované DNA byla ovéfena agar6zovou
gelovou elektroforézou na 0,8 % agar6zovém gelu, ktera probihala po dobu 2 hodin pfi napé&ti
60 V (obrazek 4.1).

Béh. ¢. | DNA detekce DNA | poznamka
1 purifikovana DNA +
<+— DNA
2 HL bunék + *
3 purifikovand DNA +
4 HL bunék + *

*HL = hruby lyzat +..DNA detekovana

Obr. 4.1: Agarozova gelova elektroforéza purifikované DNA a DNA 7z hrubého lyzdatu bunék kmene
Lactobacillus paracasei sups. paracasei CCDM 212/06.

» Na gelu byla vizualizovana rizna mnozstvi DNA ve vsech vzorcich.
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4.1.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty purifikované DNA kmene
Lactobacillus paracasei sups. paracasei CCDM 212/06

Vysledky spektrofotometrického stanoveni DNA jsou uvedeny v tabulce 4.1. Na zdkladé
spektrofotometrického meéfeni byla stanovena koncentrace a Cistota vzorku DNA.
Koncentrace DNA byla vypoéitina z naméfené absorbance pii 260 nm na 23 ng/ul. Cistota
DNA byla stanovena z poméru hodnot absorbanci pti 260 nm a 280 nm jako 1,84.

Tab. 4.1: Spektrofotometrické stanovent purifikované bakteridalni DNA.

A 260 NM A 250 NM Ageo/Azgo koncentrace DNA (ng/ul)

0,46 0,25 1,84 23

» Byla izolovana DNA o koncentraci 23 ng/ul v objemu 500 pl. Pomér hodnot absorbanci
pti 260 nm a 280 nm byl stanoven na 1,84.

4.1.4 Provedeni rodové specifické PCR reakce s purifikovanou DNA kmene
Lactobacillus paracasei subs. paracasei CCDM 212/06

Vzorek purifikované DNA o koncentraci 10 ng/ul byl nafedén az na koncentraci 1 pg/ul
TE pufrem. Vzorek hrubého lyzatu bunék byl natedén TE pufrem bez plivodniho stanoveni
koncentrace 10x, 100x a 1000x. Pfi smichavani PCR komponent bylo pipetovano po 0,5 ul
primerd LbLMA 1 a RL 16-1, po 1 pl Taq 1.1 polymerdzy a DNA matrice. Detekce
probihala na 1,8 % gelu pfi napéti 60 V po dobu 2 hodin. Vysledky agardzové gelové
elektroforézy PCR produktli jsou uvedeny na obrazku 4.2.

beh ¢ DNA de;ilgzileR poznamky
1. neg.kontrola -
2. 1000x fed.HL +
3. 100x fed.HL +
4, 10x fed. HL + * 250bp
5. 1 pg/pl -
6. 10 pg/ul +
7. 100 pg/ul +
8. 1 ng/ul +
9. 10 ng/ul +
10. standard +

+...PCR produkt byl detekovan  -...PCR produkt nebyl detekovan
* ztejmé uviznuti HL v komtrce

Obr. 4.2: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (250bp) amplifikovanych 7 riizného
mnoZstvi purifikované DNA Lactobacillus paracasei sups.paracasei CCDM 212/06 a iedéného
hrubého lyzatu bunék.

» VPCR se amplifikovala jak DNA v hrubém lyzatu bun€k tak purifikovand DNA.
Nejmensi mnozstvi DNA amplifikované v PCR smési a detekované na gelu je 10 pg.
U 10x zfedéného hrubého lyzatu je zfejmé uviznuti viskézniho vzorku v komtirce.
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4.2 Stanoveni citlivosti druhové specifické PCR - DNA Streptococcus
thermophilus CCM 4757

4.2.1 Kaultivace v tekutém médiu a na pevném agaru s ovéi‘enim Cistoty bunék

Po 18 hodinéch kultivace v tekutém M17 médiu s laktézou bakteridlni kmen S. thermophilus
CCM 4757 vytvarel mlé€ny zrnity zakal (diikaz ristu bunck).

» Kimen rostl v zakalu.

Kultura S. thermophilus CCM 4757 narostla v tekutém médiu M17 s laktéozou byla
naockovana kfizovym roztérem na plotny s utuhlym M17 agarem a po 24 hodinach kultivace
pti 37 °C byl vizualné zkontrolovan vzhled kolonii.

» Jednotlivé narostlé kolonie byly bilého lesklého vzhledu a stejné velikosti (z ¢ehoz lze
pfedpokladat, Ze se pracuje s istou kulturou).

4.2.2 1lzolace DNA z hrubych lyzati bunék kmene Streptococcus thermophilus CCM
4757

Bakterialni DNA byla izolovana z hrubych lyzatd bunck, precisténa metodou fenolové
extrakce a presrazena 96 % ethanolem. Pfitomnost izolované bakteridlni DNA byla ovétena
agarozovou gelovou elektroforézou na 0,8 % agar6zovém gelu, kterd probihala po dobu
1,5 hodiny pfi napéti 60 V (obrazek 4.3).

Beh ¢. DNA detekce pozn.
1. purif. DNA 1 + <«—DNA
2. purif. DNA 2 +
3. / /
4. hruby lyzat 1 +
5. hruby lyzat 2 +
+...bakterialni DNA byla detekovana <+— RNA

Obr.4.3: Agarozova gelova elektroforéza purifikované DNA a DNA z hrubych lyzdtii bunék kmene
Streptococcus thermophilus CCM 4757.

» Lyze bakterialniho kmene Streptococcus thermophilus CCDM 4757 probéhla uspés$né.
U hrubych lyzatd doSlo kuviznuti viskoéznich vzorka v komiirkach. Byla izolovana
relativné intaktni DNA.
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4.2.3 Druhové specificki PCR reakce s purifikovanou DNA Streptococcus
thermophillus CCM 4757

Vzorky DNA ¢€.1 a 2 byly vyizolovany ze stejného hrubého lyzatu. U vzorku 1 purifikované
DNA byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA, koncentrace se upravila na
10 ng/pl a dale desitkovym fedénim byl vzorek nafedén aZ na koncentraci 1 fg/ul. U vzorku
¢.2 purifikované DNA byl vzorek fedén TE pufrem. Tento postup byl opakovan 8x. Mnozstvi
pfidanych primer Strem 1 a Sterm 2, téZ DNA matrice do PCR smési €inilo 1 pl. Gelova
elektroforéza probihala 2 hodiny pfi napéti 50 V na 1,2 % gelu (obrazek 4.4).

Rada 1

Béh &, DNA Detekce PCR
produktu
1. vzorek 1-nefedény +
2. | vzorek 1-10 ng/ul + M1 2 3 45 6 78 9101
3. vzorek 1-1 ng/pl +
4, vzorek 1-100 pg/ul +
3. vzorek 1-10 pg/ul + “ 1500bp
6. vzorek 1-1 pg/ul - 968bp >t 000bp
7. vzorek 1-100 fg/ul -
8. vzorek 1-10 fg/pl -
9. vzorek 1-1fg/ul -
10. standard +
11. NK -
Rada 2 eibPl1 2 3 45 67
Béh & DNA Detekce PCR % ¥ '
produktu
1. vzorek 2-nefedény +
2. 10 x zfedéna + 968bp 1200bp
3. 100 x zfedénd + ' 1000bp
4. 10° x ziedéna -
5. 10" x zfedéna +
6. 10° x zfedéna -
7. 10° x zfedénd -
8. 10" x ziedénd -
9. 10° x ziedéna -
10. standard +
11. NK -

+...PCR produkt byl detekovan
-...PCR produkt nebyl detekovan
NK...negativni kontrola

Obr. 4.4: Agarozovd gelova elektroforéza PCR produktii (968bp) vzorku ¢.1 v 1. Fadé a vzorku ¢.2
ve 2. Fadé specifickych pro druh Streptococcus thermophillus CCM 4757.

» Citlivost PCR reakce s pouzitim 1 pl primert pro druh Streptococcus thermophilus CCM
4757 byla stanovena na 10 pg.
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4.2.4 Optimalizace PCR reakce pro kmen Streptococcus thermophilus CCM 4757

Mnozstvi pouzitych primerd Sterm 1 a Sterm 2 bylo 0,5 ul a DNA matrice 1 pl. Gelova
elektroforéza probihala 2 hodiny pti 60 V na 1,2 % gelu (viz obrazek 4.5).

Béh ¢ PCR produkt de;?gg&igR
1. vzorek 1-10 ng/pl +
2. vzorek 1-1 ng/pl +
3. vzorek 1-100 pg/ul +
4. vzorek 1-10 pg/ul +
5. vzorek 1-1pg/ul +
6. PK e + 968bp
7. standard +
8. NK -

+...PCR produkt byl detekovan
-...PCR produkt nebyl detekovan
NK...negativni kontrola  PK...negativni kontrola

Obr. 4.5: Agarozovda gelova elektroforéza PCR produktii (968bp) kmene Streptococcus thermophilus
CCM 4757.

» Byla amplifikovana rizna mnozstvi DNA. S pouzitim 0,5 ul primerd (10pmol/ul) byl
detekovan PCR produkt po amplifikaci 1 pg DNA.
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4.3 Identifikace bakterii druhu Streptococcus thermophilus ve vybranych
mléénych vyrobcich pomoci PCR

4.3.1 Lyze bunék izolovanych z mléénych vyrobku

U ndhodné vybranych 10 rGznych mléénych vyrobkil o riizném obsahu tuku zakoupenych
v prodejni siti (tabulka 3.2) byla provedena lyze bunék dle kapitoly 3.5.3 (s pouzitim 50 ul
10 % SDS). Uspésnost lyze bunék byla zkontrolovana gelovou elektroforézou na 0,8 % gelu
pii napéti 50 V po dobu 2 hodin (obrazek 4.6).

Béh & HL,bull;llik z d]?)tf\]lf:e ]gdlg(gistV)i 7 2 g o W 11 12 13 14
vyrobku ng) i i 4 .:ég mm
1. 70 ng + * e E' %"#b
2. 140 ng + *
3. 280 ng + *
4. 350 ng + *
5. vzorek I + 70
6. vzorek 11 + 70
7. vzorek 111 + 70
8. vzorek IV + 70
9. vzorek V + 70
10. vzorek VI + 280
11. vzorek VII + 70
12. vzorek VIII + 70 * hmotnostni standardy
13. vzorek IX + 350 HL = hruby lyzat
14. vzorek X + 350 +...DNA byla detekovana

Obr. 4.6: Agarozova gelovd elektroforéza DNA z hrubych lyzatii bunék izolovanych 7 mléénych
vyrobkii I-X.

» Ve vsech vzorcich byla vizualizovana rizna mald mnozstvi DNA, ktera v pievaze
odpovidaji koncentraci hmotnostniho standardu 70 ng. U vzorkt IX a X (kefirova mléka)
doslo k izolaci vét§siho mnozstvi DNA nez 350 ng.

4.3.2 Izolace DNA z HL bunék z mléénych vyrobki pomoci magnetickych nosici
a PCR specificka pro druh S. thermophilus

Izolace DNA pomoci magnetickych nosi¢ti probihala dle kapitoly 3.5.4. Pii ptipravé smési
pro izolaci DNA magnetickymi nosi¢i byla vysledna koncentrace PEG 6000 8 % a vysledny
objem ¢inil 500 pl (blize v tabulce 3.3). Smichéani reakénich komponent smési probéhlo dle
tabulky 3.4., potfadi 2. S DNA v eluatech a supernatantech byla provedena PCR reakce dle
programu STHER 30. Mnozstvi pouzitych primertt Sterm 1 a 2 bylo 1 ul, mnozstvi DNA
matrice 2 pl. Detekce PCR produktu probihala na 1,2 % gelu pii napéti 60 V a po dobu
180 minut (viz obrazek 4.7).
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Rada 1 3 4 £ 6 7 8 9 1011 12 13

968bp

]

Rada 2 ; g8 9 10 11 12 13

Rada 1 Rada 2
Béh & Eluovana detekce PCR Béh & DNA v detekce PCR
' DNA produktu ' supernatantu produktu
1. 1 + 1. I -
2. 11 + 2. II -
3. 11T + 3. 11T -
4. v + 4, v -
5. \Y + 5. \Y -
6. VI + 6. VI -
7. VI + 7. VII -
8. VIII + 8. VIII -
9. IX + 9. IX -
10. X + 10. X -
11. PK + 11. PK +
12. standard - 12. standard +
13. NK - 13. NK -

+/-...PCR produkt detekovan/nedetekovan; PK...pozitivni kontrola; NK...negativni kontrola

Obr. 4.7: Agarozovd gelova elektroforéza PCR produktii (968bp) DNA izolované 7 eludtit
a supernatantii 7 mléénych vyrobkit I-X magnetickym nosicem.

» Amplifikovala se DNA zeluatd vSech 10 vzorkd mléénych vyrobku (specificky PCR
produkt 968 bp). Naopak po amplifikaci DNA ze supernatantii nebyly detekovany PCR
produktu.

4.3.2.1 Optimalizace PCR reakce s DNA izolovanou z mlécnych vyrobkiu I-X pomoci
magnetického nosice s pouZitim riiznych mnoZstvi DNA matrice

Mnozstvi pouzitych primerd pro pozitivni kontrolu bylo snizeno na 0,5 ul, pro DNA matrici

bylo pouzito také 0,5 ul. U vzorkil izolovanych z mléénych vyrobkl bylo smichano po 1 pl
kazdého z primerti a DNA matrice byla ptidavana nejprve v mnozstvi 1 pl (viz obrazek 4.8),
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poté 2 ul a nakonec v mnozstvi 3 pl (viz obrazek 4.9). Gelova elektroforéza probihala 150
minut, pii napéti 60 V na 1,2 % gelu.

Béh & DNA po SPRI detekce PCR
' vzorku produktu

1. 1 +

2. 1I +

3. 111 +

4. v +

5. \ +

6. VI +

7. VII +

8. VIII +

9. IX +

10. X +

11. PK +
12. standard +
13. NK -

+...PCR produkt detekovan

-...PCR produkt nedetekovan

PK...pozitivni kontrola
NK...negativni kontrola

< 1500bp
< 1000bp

Obr. 4.8: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii s pouZitim 1 ul DNA matrice z 10 mléénych

vyrobkii.
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~ ™ 3 4 5 & 7T & 9% 10 11 12 13
Rada 1 - 2 ul DNA matrice Rada
Béh & DNA po SPRI detekce PCR
vzorku produktu

1. I + )

3. I +

4, v +

3. \ +

6. VI +

7. Vil +

8. VIII + l‘iada ) 3 4 &£ o T & % 10 11 1113

9. IX +

10. X +

11. PK +

= Stancard . 968bp RN S
Rada2-3 wl DNA matrice

1. I +

2. I +

3. 11 T

4. v +

5. \4 +

6. VI +

7. VII T

8. VIII +

9. X +

10. X + +...PCR produkt detekovan

11. PK + -...PCR produkt nedetekovan

12. standard + PK...pozitivni kontrola

13. NK - NK...negativni kontrola

Obr.4.9: Agarozova gelovd elektroforéza PCR produktii s pouZitim 2 pl a 3 1l DNA matrice
z 10 mlécnych vyrobki.

» Amplifikovala se DNA (v mnozstvi 1, 2 a 3 ul) po SPRI a byly detekovany specifické
amplikony rtizné intenzity (velikosti 968 bp) u vSech deseti analyzovanych vzorkl
mlécnych vyrobk.
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4.4 Identifikace bakterii druhu S. thermophilus z lyofilizati bunék

4.4.1 Kontrola ¢istoty bakteridalnich kultur kmenid Streptococcus thermophilus ze
Sbirky mléénych mikroorganismii (CCDM)

Lyofilizaty bunc¢k byly kultivovany dle postupu v kapitole 3.5.1.3. Ovéfeni, zda-li je
bakterialni kultura Cista, prob&hlo metodou kiizového roztéru na Petriho miskach, kdy
v tabulce 4.2 jsou uvedeny jednotlivé popisy vzhledu bakteridlnich kolonii.

Tab. 4.2: KiiZovy roztér bakteridlnich kultur kmenii Streptococcus thermophilus ze Sbirky
mlécnych mikroorganismi (CCDM).

Ozn. vzorku | Kontrola vzhledu jednotlivych kolonii Opaii(;zligi.zovy
1 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
2 Lesklé bilé kolonie; velké
3 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
4 Lesklé bilé kolonie; velké
5 Lesklé bilé kolonie; velké + malé; Sedé malé kolonie ANO
6 Leskl¢ bilé kolonie; velké
7 Lesklé bilé kolonie; velké
8 Leskl¢ bilé kolonie; velké
9 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
10 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
11 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
12 Lesklé bilé kolonie; velké; $edé malé kolonie ANO
13 Leskl¢ bilé kolonie; velké + malé ANO
14 Lesklé bilé kolonie; velké; zluté kolonie - infekce ANO
15 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
16 Leskl¢ bilé kolonie; velké; Sedé malé kolonie ANO
17 Leskl¢ bilé kolonie; velké
18 Leskl¢ bilé kolonie; velké + malé ANO
19 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO

20 Leskl¢ bilé kolonie; velké + malé ANO
21 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
22 Leskl¢ bilé kolonie; velké + malé; Sedé malé kolonie ANO
23 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
24 Lesklé bilé kolonie; velké + malé ANO
25 Leskl¢ bilé kolonie; velké + malé ANO

» VétSina z narostlych kolonii byla leskla a bilé barvy. Kolonie narostly jak velké tak i malé
(pravdépodobné jedna o smésné kultury). Pii opakovaném kiizovém roztéru, kdy byla
na Petriho misku ockovéna vzdy jedna ze spekulativnich kolonii, narostly kolonie stejné
velikosti i barvy. Bylo potvrzeno, Ze se jedna o smésné bakterialni kultury.
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4.4.2 Identifikace bakterii druhu S. thermophilus zlyofilizati DNA izolované
magnetickymi nosici z 25 lyofilizati

4.4.2.1 Lyze bunék izolovanych z lyofilizati

Izolace probéhla dle kapitoly 3.5.2.2 a lyofilizaty byly rozsuspendovany ve 4 ml tekutého
M17 média. Byl odebran 1 ml kultury a provedena lyze bunck. Na obrazku 4.10 je
znazornéna gelova elektroforéza DNA z hrubych lyzath bunék, ktera probihala 120 minut,
pii napéti 60 V na 0,8 % gelu.

DNA

£ & T % 9 10 1112 13 14 15 1o
O T i TR e [

b - DNA
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Rada 1 Rada 2
1. x Mnozstvi i Mnozstvi
Béh ¢. HL DNA (ng) Béh ¢. HL DNA (ng)

1. 35ng * - 1. 35ng * -

2. 140 ng * + 2. 140 ng * +

3. 280 ng * + 3. 280 ng * +

4. 350 ng * + 4. 350 ng * +

5. HL 1 + 5. HL 14 +

6. HL 2 + 6. HL 15 +

7. HL 3 + 7. HL 16 +

8. HL 4 + 8. HL 17 +

9. HL 5 + 9. HL 18 +

10. HL 6 + 10. HL 19 +

11. HL 7 + 11. HL 20 +

12. HL 8 + 12. HL 21 +

13. HL 9 + 13. HL 22 +

14. HL 10 + 14. HL 23 +

15. HL 11 + 15. HL 24 +

16. HL 12 + 16. HL 25 +

17. HL 13 +

HL = hruby lyzat +/-...DNA detekovana/nedetekovana *hmotnostni standard

Obr. 4.10: Agarozova gelova elektroforéza DNA 7 hrubych lyzati piipravenych 7 25 lyofilizatii
kmenii Streptococcus thermophilus.

» Hrubé lyzaty 25 lyofilizati bunék ze Sbirky mléénych mikroorganismi (CCDM, Tabor)
se podatilo zlyzovat. U vSech 25 vzorkl bylo mnozstvi DNA vétsi nez 35 ng/ul. DNA

nebyla degradovana. Také byla siln¢ detekovana RNA.

4.4.2.2 Separace DNA z 25 lyofilizatit pomoci magnetickych nosici

Celkovy objem separacni smési €inil 500 pl a komponenty byly smichany dle potadi
2 v tabulce 3.4. Gelova elektroforéza probihala na 0,8 % gelu, pii 60 V a po dobu 120 minut.
Na gel bylo nanaSeno 10 pul DNA (jak v ptipadé€ eludtu tak 1 v pfipad€ supernatantu), 5 ul
TE pufru a 3 ul STOP pufru. Hmotnostni standardy pro eluaty byly na gel nanaseny
v mnozstvi 35, 280 a 350 ng. Vysledky detekce DNA v fluatech jsou uvedeny na obrazku
4.11 U supernatanti byla detekce intenzivngjsi (viz obrazek 4.12).
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34 5 6 7T 8 % 10111213 14 15 1b

3 4 56 T8 92 10 11 1213 1415

Rada 1 Rada 2

Béh. ¢ eluat Detekce DNA | Béh.C. eluat Detekce DNA
1. 35ng* - 1. 35ng * -
2. 280 ng * + 2. 280 ng * +
3. 350 ng * + 3. 350 ng * +
4, 1 - 4, 14 -
5. 2 - 5. 15 -
6. 3 - 6. 16 -
7. 4 - 7. 17 -
8. 5 - 8. 18 -
9. 6 - 9. 19 -
10. 7 - 10. 20 -
11. 8 - 11. 21 -
12. 9 - 12. 22 -
13. 10 - 13. 23 -
14. 11 - 14. 24 -
15. 12 - 15. 25 -
16. 13 -

* hm. standardy +/-...DNA detekovana/nedetekovana

Obr. 4.11: Agarozova gelova elektroforéza DNA po izolaci magnetickymi nosici z 25 lyofilizati.

60



6 7 8 2 1011 12 13 14 15 16 17

3 4 £ 6 T & 9 10111213 1415 16

e il

Rada 1 Rada 2

Béh €. | supernatant | Detekce DNA | Béh ¢ supernatant | Detekce DNA
1. 35ng * - 1. 35ng* -
2. 140 ng * + 2. 140 ng * +
3. 280 ng * + 3. 280 ng * +
4. 350 ng * + 4. 350 ng * +
5. 1 + 5. 14 +
6. 2 + 6. 15 +
7. 3 + 7. 16 +
8. 4 + 8. 17 +
9. 5 + 9. 18 +
10. 6 + 10. 19 +
11. 7 + 11. 20 +
12. 8 + 12. 21 +
13. 9 + 13. 22 +
14. 10 + 14. 23 +
15. 11 + 15. 24 +
16. 12 + 16. 25 +
17. 13 +

* hmotnostni standard +/-...DNA/hmot. standard detekovan/nedetekovan

Obr.4.12: Agarozova gelovd elektroforéza DNA supernatantii po izolaci magnetickymi nosici z 25
Iyofilizati.

» U vSech vzorkll supernatanti byla detekovana DNA o rGznych intenzitich. Naopak
u zadného ze vzorki eluatl se nebyla detekovana DNA.
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4.4.2.3 PCR reakce s DNA 25 lyofilizatit izolovanou magnetickym nosic¢em.

Pro PCR smés byly pipetovany 2 pl DNA matrice z eluat a po 1 pl primert Sterm 1 a 2.
Pro pozitivni kontrolu i pozitivni kontrolu 10x fedénou bylo pouzito 0,5 ul DNA matrice.
PCR reakce probé¢hla dle programu STHER 30 a detekce na 1,2 % gelu probihala 150 minut
pii 60 V. Vysledek gelové elektroforézy zobrazuji obrazky 4.13 a 4.14.

Béh €. | DNA po SPRI vzorku | Detekce PCR produktu
1. 1 +
2. 2
3. 3 -
4. 4 +
5. 5 +
6. 6 +
7. 7 +
8. 8 +
9. 9 +
10. 10 +
11. 11 +
12. 12 +
13. 13 +
14. PK +
15. PK 10 x fedéna +
16. standard +
17. NK -

PK = pozitivni kontrola NK = negativni kontrola
+...PCR produkt byl detekovan -...PCR produkt nebyl detekovan

Obr. 4.13: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit DNA 7 eludtii vzorki ¢.1-13 kmenii
Iyofilizatit izolovanych metodou magnetickych nosicii.
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968bp.

Béh €. | DNA po SPRI vzorku | Detekce PCR produktu
1. 14 +
2. 15 +
3. 16 +
4. 17 +
5. 18 +
6. 19 -
7. 20 +
8. 21 +
9. 22 +
10. 23 +
11. 24 +
12. 25 +
13. PK +
14. PK 10 x fedéna +
15. standard +
16. NK -

PK = pozitivni kontrola NK = negativni kontrola
+...PCR produkt byl detekovan -...PCR produkt nebyl detekovan

Obr. 4.14: Agarozova gelovd elektroforéza PCR produktit DNA 7 eludtii vzorkii & 14-25 kmenii
Iyofilizati izolovanych metodou magnetickych nosicii.



» Amplifikace DNA z eluatti (po SPRI) probéhla uspésné u vsech vzorkt kromé vzorku 3
a 19. Amplikon odpovidal velikosti 968bp-specificky pro druh S. thermophilus. PCR
produkty u vzorki 1, 9, 10 a 13 byly detekovany niZsi intenzitou.

4.4.2.4 Opakovanda PCR reakce se viorky ¢. 1, 3 a 19 kmenut lyofilizatii s riiznym
mnozstvim DNA matrice

U vzorkt 1, 3 a 19 bylo pouzito jako DNA matrice vzestupné mnozstvi 1 ul, 2 ul a 5 pl.
Amplifikace probéhla dle programu STHER 30 a gelova elektroforézy probihala pii 60 V,
150 minut na 1,2 % gelu. Na obrazku 4.15 je zobrazen vysledek gelové elektroforézy PCR
produktli pro riiznd mnozstvi DNA matrice a na obrazku 4.16 je vysledek pouze s pouzitim
5 ul DNA matrice.

1500bp
968bp 1000bp
Béh. ¢ Vzorc?k DNA Detekce PCR produktu
matrice (pl)

1. 11— 1ul +

2. 3—1ul -

3. 19—-1ul -

4. 1- 2yl +

5. 3—2ul +

6. 19 -2 ul +

7. 1-5ul +

8. 3—-5ul +

9. 19-5ul +

10. PK 10x fedéna +

11. Standard +

12. NK -

PK...pozitivni kontrola NK...negativni kontrola
+...PCR produkt detekovan
-...PCR produkt nedetekovan
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Obr. 4.15: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit DNA 7 eludtii kmenii lyofilizatii ¢. 1, 3
a 19 s pouZitim 1, 2 a 5 pl DNA matrice.

Béh. & Vzorek DNA Detekce PCR
' matrice (ul) produktu

1. 1-5ul +

2. 3-5ul +

3. 19-5ul +

4. PK 10x fedéna +

5. Standard +

6. NK -
PK...pozitivni kontrola 968bp

NK...negativni kontrola
+...PCR produkt detekovan
-...PCR produkt nedetekovana

Obr. 4.16: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit DNA 7 eludtii kmenii lyofilizati C. 1, 3
a 19 s pouZitim 5 pl DNA matrice.

» Vsechny vzorky se amplifikovaly s rtiznou intenzitou, kdy u vzorkd 9 a 19 je intenzita
PCR produktii detekce velice slaba i pres pouziti 5 pul DNA matrice. Amplifikovala
se riznd mnozstvi DNA. PCR produkt u vzorku 1 byl nejintenzivnéjsi. Pii pouziti 5 pl
DNA matrice se amplifikovaly amplikony v nejvétsim mnozstvim.

4.4.3 Kontrola identifikace bakterii druhu Streptococcus thermophilus z lyofilizata
po amplifikaci DNA izolované fenolovou extrakci

4.4.3.1 Izolace DNA 7 25 lyofilizati fenolovou extrakci

Purifikovana DNA byla pfipravena dle kapitoly 3.5.2. Gelova elektroforéza probihala
probihala na 0,8 % gelu, ptfi 60 V po dobu 120 minut. Na obrazku 4.17 je vysledek gelové
elektroforézy.
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Rada 1 i B .0 10 11 12 13 14 15 16

b o e DNA
RNA
. T & 9 10 11 12 13 14 15
Rada 2
DNA
RNA
Rada 1 Rada 2
Béh ¢ Purif. DNA detekce Béh ¢. Purif. DNA detekce

1. 35ng* - 1. 35ng* -

2. 280 ng * + 2. 280 ng * +

3. 350 ng * + 3. 350 ng * +

4, DNA 1 + 4, DNA 14 +

5. DNA 2 + 5. DNA 15 +

6. DNA 3 + 6. DNA 16 +

7. DNA 4 + 7. DNA 17 +

8. DNA 5 + 8. DNA 18 +

9. DNA 6 + 9. DNA 19 +

10. DNA 7 + 10. DNA 20 +

+- 11. | DNAS + 11. | DNA2I +

12. DNA9 + 12. DNA 22 +

13. DNA 10 + 13. DNA 23 +

14. DNA 11 + 14. DNA 24 +

15. DNA 12 + 15. DNA 25 +
16. DNA 13 +

...purif. DNA detekovana/nedetekovana * hmotnostni standard

Obr. 4.17: Agarozova gelova elektroforéza purifikované DNA kmenii Streptococcus thermophilus ze
Sbirky mléénych mikroorganismil.
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» Ze vzorkl se podafilo izolovat DNA o vys§i mnozstvi nez 350 ng. Téz byla u kazdého
vzorku detekovana RNA. DNA je relativné intaktni s vyjimkou vzorku ¢. 5, kde je
¢astecné degradovana.

4.4.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty purifikované DNA
z lyofilizati.

Spektrofotometrické stanoveni probihalo dle kapitoly 3.5.6. Naméiené hodnoty absorbanci
pti riznych vinovych délkach, vypocitané koncentrace DNA jsou uvedeny v tabulce 4.3.

Tab. 4.3: Naméiené hodnoty absorbanci a stanoveni piiblizné koncentrace DNA.

¢. vzorku | A 6 nm konc. DNA

(ng/pl)
1 0,708 35,40
2 0,740 37,00
3 0,635 31,75
4 0,745 37,25
5 0,386 44,30
6 0,762 38,10
7 0,928 46,40
8 0,530 26,50
9 0,796 39,80
10 0,851 42,55
11 0,839 41,95
12 0,991 49,55
13 0,928 46,40
14 0,870 43,50
15 0,807 40,35
16 0,793 39,65
17 0,721 36,05
18 0,670 33,50
19 0,845 42,25
20 0,815 40,75
21 0,721 36,05
22 0,772 38,60
23 0,728 36,40
24 0,790 39,50
25 0,812 40,60

» U vsech vzorkl byla stanovena koncentrace DNA vyssi nez je 10 ng/ul.
4.4.4.1 PCR reakce s purifikovanou DNA izolovanou z lyofilizati

Vzorky purifikované DNA izolované z lyofilizati byly nafedény na koncentraci 10 ng/pl.
Gelova elektroforéza probihala pti napéti 50 V po dobu 150 minut na 1,2 % gelu (viz obrazek
4.18).
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9 10 11 1 13 14 15 1&

1500bp
1200bp
1011 12 13 14 15
1500bp
1200bp
Rada 1 Rada 2
Beh. & DNA Detekce PCR Béh.e DNA Detekce PCR
produktu produktu

1. purif. DNA 1 + 1. purif. DNA 14 +
2. purif. DNA 2 + 2. purif. DNA 15 +
3. purif. DNA 3 + 3. purif. DNA 16 +
4. purif. DNA 4 + 4. purif. DNA 17 +
5. purif. DNA 5 + 5. purif. DNA 18 +
6. purif. DNA 6 + 6. purif. DNA 19 +
7. purif. DNA 7 + 7. purif. DNA 20 +
8. purif. DNA § + 8. purif. DNA 21 +
9. purif. DNA 9 + 9. purif. DNA 22 +
10. | purif. DNA 10 + 10. | purif. DNA 23 +
11. purif. DNA 11 + 11. purif. DNA 24 +
12. | purif. DNA 12 + 12. | purif. DNA 25 +
13. | purif. DNA 13 + 13. | PK 10x fed. +
14. | PK 10x fed. + 14. | standard +
15. standard + 15. | NK -
16. | NK -

PK...pozitivni kotrola NK...negativni kontrola +/-...PCR produkt detekovan/nedetekovan

Obr. 4.18: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit purifikované DNA 25 kmenai 7 lyofilizatii.
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» U vSech vzorkid se amplifikoval intenzivni PCR produkt. U vzorkt 1, 3, 9 a 19 je intenzita
PCR produktu mnozstvi vyraznéji mensi.

4.4.4.2 PCR reakce se 100x vyiredénou purifikovanou DNA izolovanou z 25 lyofilizdti

Purifikovana DNA byla zpocateéni koncentrace 10 ng/pul vyfedéna 100x. Gelova
elektroforéza probihala na 1,2 % gelu pfi napéti 50 V po dobu 180minut (viz obrazek 4.19).

2 10 11 1 13 14 15 1&

1500bp
1200bp
968bp
. 8 o 10 11 1z 13 14 1§
Rada 2
1500bp
1000bp

968bp
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Rada 1 Rada 2
Beh. ¢ | Purif DNA | DCkee PCR 1 b ¢ | purif, DNA | Detekee PCR
produktu produktu

1. 1* + 1. 14* +

2. 2% + 2. 15% +

3. 3* + 3. 16* +

4, 4% + 4, 17* +

5. 5% + 5. 18%* +

6. 6* + 6. 19* +

7. 7* + 7. 20%* +

8. 8* + 8. 21%* +

9. 9% + 9. 22% +

10. 10%* + 10. 23* +

11. 11* + 11. 24%* +

12. 12% + 12. 25% +

13. 13* + 13. PK 10x fed. +
14. PK 10x fed. + 14. standard +

15. standard + 15. NK -

16. NK -

PK...pozitivni kotrola NK...negativni kontrola

+...PCR produkt detekovan -...PCR produkt nedetekovan
*vzorky 100x fedény

Obr. 4.19: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit 100x vyfedéné purifikované DNA 25
kmenu lyofilizati.

» Vsechny vzorky 100x vytedéné purifikované DNA se amplifikovaly s vyjimkou vzorku 1,
3,9 a 19, u nichz nebyly PCR produkty detekovany téméf viibec nebo intenzita byla slaba.

4.4.4.3 Agarozova gelova elektroforéza 5 pl PCR produkti

Objem 25 pl PCR smési byl smichan s 5 ul STOP pufru, ale na gel byly nanaSeny pouze 5 pl
této PCR smési. Gelova elektroforéza probihala na 1,2 % gelu pfi napéti 50 V po dobu
3 hodin (viz obrazek 4.20).
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9

1 11 12 13 14 15 1é

1500bp
968bp 1200bp
Rada 2 2 1011 12 13 14 15
1200bp
968bp 1000bp
Rada 1 Rada 2
o x Detekce PCR | ., « Detekce PCR
Béh. ¢ DNA produktu Béh.¢ DNA produktu

1. purif. DNA 1* - 1. purif. DNA 14* +
2. purif. DNA 2* + 2. purif. DNA 15% +
3. purif. DNA 3* - 3. purif. DNA 16* +
4. purif. DNA 4* + 4. purif. DNA 17* +
5. purif. DNA 5* + 5. purif. DNA 18* +
6. purif. DNA 6* + 6. purif. DNA 19* -
7. purif. DNA 7* + 7. purif. DNA 20* +
8. purif. DNA 8* + 8. purif. DNA 21* +
9. purif. DNA 9* - 9. purif. DNA 22%* +
10. | purif. DNA 10* + 10. | purif. DNA 23* +
11. | purif. DNA 11* + 11. | purif. DNA 24* +
12. | purif. DNA 12* + 12. | purif. DNA 25% +
13. | purif. DNA 13* + 13. | PK 10x fed.** -
14. | PK 10x fed. + 14. standard +
15. | standard + 15. |NK -
16. | NK -

PK...pozitivni kontrola  NK...negativni kontrola  +/-...PCR produkt detekovan/nedetekovan
*vzorky 100x fedény a na gel byly nanaSeny 5 pl PCR smési **zfejme chyba pfi ptipravé PCR smési

Obr. 4.20: Agarozova gelova elektroforéza 5 ul PCR produktii
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» U vsech vzorkt doslo k vizualizaci PCR produktu s vyjimkou vzorkt 1, 3, 9 a 19. Intenzita
detekce PCR produktu byla vyrazné nizsi pii pouziti 5 pl PCR smési pfi nanaSeni na gel
oproti nanaseni 25 pl.

4.4.4.4 PCR reakce s precisténou purifikovanou DNA izolovanou g lyofilizatii ¢.1, 3, 9 a
19.

Jiz purifikované vzorky DNA 1, 3, 9 a 19 byly jesté jednou precistény fenolovou extrakei
a pfesrazeny ethanolem a dale byly pouzity do PCR jako DNA matrice. Gelova elektroforéza
probihala na 1,2 % gelu pfi napéti 60 V a po dobu 2,5 hodiny (viz obrazek 4.21).

Beh.¢ | DNA matrice De;fé‘gjkfsz
1. Piec. vzorek 1 +
2. Prec. vzorek 3 +
3. Prec. vzorek 9 +
4. Pie¢.vzorek 19 +
5. PK 10x fedéna + 1200bp
6. Standard + 968bp 1000bp
7. NK -

PK...pozitivni kontrola
NK...negativni kontrola
+...PCR produkt detekovan
-...PCR produkt nedetekovan

Obr. 4.21: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii piecisténé purifikované DNA vzorku 1, 3,
9 a 19 z lyofilizati.

» Vsechny vzorky byly uspésn¢ amplifikovany s pfiblizné stejnou intenzitou.

4.4.4.5 PCR reakce s precisténou purifikovanou DNA izolovanou z lyofilizati ¢. 1, 3, 9
a 19 s pouZitim univerzdalnich primerii

Pro PCR reakci byly pouzity pouze vzorky DNA 1, 3, 9 a 19 (pravdépodobné smési). Tyto
vzorky byly jesté¢ jednou pieciStény fenolovou extrakci a pfesrdZzeny ethanolem. Pouzité
primery pro tuto reakci byly Db 74 a RW 01 a program UNIV30. Touto reakci byl
amplifikovan PCR produkt o velikosti 370bp. Gelova elektroforéza probihala na 1,8 % gelu
pfi napéti 60 V po dobu 2,5 hodiny (viz obrazek 4.22).
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Béh. ¢ DNA matrice Detekce PCR
produktu

Vzorek 1 * +

Vzorek 3 *

Vzorek 9 *

PK 10x fedéna

+
+
Vzorek 19 * +
+
+

Standard

NN RN —

NK -

PK...pozitivni kontrola

NK...negativni kontrola 370bp
+...PCR produkt detekovan

-...PCR produkt nedetekovan

*precisténa purifikovana DNA

Obr. 4.22: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii piecisténé purifikované DNA 7 lyofilizatii
vzorkii 1, 3, 9 a 19 s pouZitim univerzalnich primeri.

» U vsech vzorki precisténé purifikované DNA se amplifikovaly PCR produkty o velikosti
370bp o rtiznych intenzitach. Detekovany byly téZ nespecifické produkty.

4.5 PCR reakce S. thermophilus z bunék jedné bakterialni kolonie

Z narostlych kolonii na Petriho miskach byla vzdy klickou steriln¢ odebrana jedna bila leskla
velka kolonie, kterd byla rozsuspendovana v PCR smési. PCR reakce probéhla podle
programu STHER 30. Do pozitivni kontroly o koncentraci 10 ng/ul bylo pouzito 0,5 ul DNA
matrice. Gelova elektroforéza probihala pii 60 V, po dobu 150 minut na 1,2 % gelu. Vysledek
je zobrazen na obrazcich 4.23 a 4.24.
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1500bp
1200bp
968bp

Béh ¢. | kolonie Detekce PCR produktu
1. vzorek ¢. 1 -
2. vzorek ¢. 2 -
3. vzorek ¢. 3 -
4, vzorek ¢. 4 -
5. vzorek ¢. 5 -
6. vzorek ¢. 6 -
7. vzorek ¢. 7 -
8. vzorek €. 8 -
9. vzorek ¢. 9 -
10. vzorek ¢. 10 -
11. vzorek ¢. 11 -
12. vzorek ¢. 12 -
13. vzorek €. 13 -
14. PK +
15. standard +
16. NK -
NK...negativni kontrola PK...pozitivni kontrola

-...PCR produkt nedetekovan +...PCR produkt detekovan

Obr. 4.23: Agarozova gelovd elektroforéza PCR produktii s 1 bakteridlni kolonii vzorki ¢.1-13 jako
DNA matrici.
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1500bp

968bp 1200bp

vy
<
=
(@3

kolonie Detekce PCR produktu
vzorek ¢. 14 -
vzorek ¢. 15 -
vzorek ¢. 16 +
vzorek ¢. 17 -
vzorek €. 18 -
vzorek €. 19 -
vzorek ¢. 20 -
vzorek ¢. 21 -
vzorek €. 22 -
10. vzorek €. 23 -
11. vzorek C. 24 -
12. vzorek ¢. 25

Rl Bl Al Rl Pl Bl I o

13. | PK +
14. standard +
15. | NK -
NK...negativni kontrola PK...pozitivni kontrola
-...PCR produkt nedetekovan

+...PCR produkt detekovan

Obr. 4.24: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii s 1 bakteridlni kolonii vzorkii 14-25 jako
DNA matrici.

» PCR produkty se nepodafilo detekovat, pouze v piipad¢ vzorku 16. Z obrazka gelové
elektroforézy je zfejmé, ze visk6zni DNA uvizla v komurkach.
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4.5.1 PCR reakce zbunék jedné bakteridlni kolonie s pripravou DNA matrice
povaienim

Riiznorodé narostlé kolonie (velké a bilé - B, malé $edé - S, celé spektrum - *) na agaru M17
na Petriho miskach byly jednotlivé odebrany u vzorkii 1, 3, 9 a 19 a rozsuspendovany
ve vodé. Dalsi postup probihal podle kapitoly 3.5.5.1. PCR reakce probéhla podle programu
STHER 30 a gelova elektroforéza probihala na 1,2 % gelu pii napéti 60 V a po dobu 2 hodin
(viz obrazek 4.25).

L2 oS A 6 T Re Dol Ll 1213 14 15

1500bp

968bp

Beéh. ¢ PCR produkt Detekce PCR
produktu
1. Vzorek ¢.1 B -
2. Vzorek ¢.3 B -
3. Vzorek ¢.9 B -
4. Vzorek ¢.19 B -
5. Vzorek &.1 S -
6. Vzorek &.3 S -
7. Vzorek ¢.9 S -
8. | Vzorek ¢.19 S -
9. Vzorek ¢.1 * -
10. Vzorek ¢.3 * -
11. Vzorek ¢.9 * -
12. Vzorek ¢.19 * -
13. PK +
14. Standard +
15. NK -

PK...pozitivni kontrola NK...negativni kontrola +/-...PCR produkt detekovan/nedetekovan

Obr. 4.25: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii s 1 bakteridlni kolonii vzorkii ¢.1, 3, 9
a 19 jako DNA matrici po povaieni.

» U zadného ze vzorkti se DNA neamplifikovala.
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4.5.2 PCR reakce zbunék bakteridlnich Kolonii s pripravou DNA matrice
prodlouZenym povaienim

Z narostlych Petriho misek byla klickou odebran vétsi pocet kolonii u vzorka 1, 3, 15 a 16.
Byly vytvofeny 2 série vzorki, u kterych se postupovalo odlisSnym zptisobem. U prvni série
se postupovalo podle kapitoly 3.5.5.1 (BOIL 45 minut), ale u druhé série byly vzorky jesté 3x
promyty vodou a zcentrifugovany a teprve poté se postupovalo dle kapitoly 3.5.5.1
(BOIL 45 minut). V tomto experimentu byla zvolena je$t€¢ jedna pozitivni kontrola
na pfitomnost inhibitorti PCR v kultivovaném médiu, kdy se jako DNA matrice pouzil utuhly
agar M17 s laktozou. PCR reakce probé¢hla dle programu STHER 30 a gelova elektroforéza
probihala na 1,2 % gelu pfi napéti 60 V a po dobu 2,5 hodiny (viz obrazek 4.26).

1500bp
1200bp
968bp
Béh & DNA z Detekce PCR Béh & DNA z Detekce PCR
' kolonii produktu ) kolonii produktu
1. vzorek 1 - 1. vzorek 1 * -
2. vzorek 3 - 2. vzorek 3 * -
3. vzorek 15 - 3. vzorek 15 * -
4, vzorek 16 - 4, vzorek 16 * -
5. PK + 5. PK +
6. PK + agar - 6. PK + agar -
7. standard + 7. standard +
8 NK - 8 NK -

+...PCR produkt detekovan -...PCR produkt nedetekovan
PK...pozitivni kontrola NK...negativni kontrola *...vzorky byly 3x promyty

Obr. 4.26: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii vzorki C.1, 3, 15 a 16 s vétSim poctem
bakteridalnich kolonii jako DNA matrici po prodlouZeném povaieni.

» U zadného ze vzorkd nebyl PCR produkt detekovan. Je ziejmé, ze v komirkach gelu
uvizly hrubé lyzaty bunék.
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4.5.3 PCR reakce s Kkoloniemi narostlymi na Bile esculin azide agaru s pouZitim
primeri Sterm 1 a Sterm 2

Jedna kolonie narostld na vysoce specifickém Bile esculin azide agaru pro enterokoky byla
vzdy u vzorki 1, 3, 9 a 19 vypichnuta a rozsuspendovana ve vodé¢. Dale se postupovalo podle
kapitoly 3.5.5.1. PCR reakce probéhla dle programu STHER 30 a gelova elektroforéza
probihala na 1,2 % gelu pfi napéti 60 V po dobu 2 hodiny (viz obrazek 4.27).

‘. x Detekce PCR
B¢h. ¢ PCR produkt produktu
1. Vzorek 1 -
2. Vzorek 3 -
3. Vzorek 9 -
4, Vzorek 19 -
5. PK +
6. standard + 1200bp
7. | NK - 968bp

NK...negativni kontrola
PK...pozitivni kontrola
+...PCR produkt detekovan
-...PCR produkt nedetekovan

Obr. 4.27: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii vzorkii &1, 3, 9 a 19 s bakteridlnimi
koloniemi narostlych na vysoce specifickém médiu pro enterokoky jako DNA matricii.

> Zadny z PCR produktil se neamplifikoval.
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4.6 Identifikace bakterii rodu Enterococcus z lyofilizati bunék

Pfi kultivaci bunék na médiu M17 ve vétSim poctu ptipadl doslo k narastu kolonii, které
nebyly stejné velikosti a nékdy ani vzhledu. Purifikovand DNA se jako PCR produkt u 4
vzorkll viibec neamplifikovala, anebo jen velmi nezfetelné. Vzorky musely byt jeSté jednou
precistény a presrazeny ethanolem, aby se PCR produkt amplifikoval. Z téchto vysledkl bylo
usouzeno, ze se pravdépodobné jednd o smésné kultury, a proto byla provedena jesté
identifikace na ptitomnost bakterii rodu Enterococcus.

4.6.1 Kultivace bakteridlnich kultur lyofilizata u vzorki 1, 3, 9 a 19 na Bile esculin
azide agaru a krevnim agaru

Kultivace probéehla podle kapitoly 3.5.1.4, kdy narostld bakteridlni kultura v tekutém médiu
M17 byla klickou sterilné pfenesena a rozetfena na utuhly Bile esculin azide agar. Narostly
tmavé kolonie s cernym halo, coz potvrzuje skutec¢nost, ze se jednd o rod Enterococcus. Bile
esculin azide agar obsahuje azid sodny, ktery inhibuje rust G~ bakterii, a bakteriologickou
7lug¢, ktera inhibuje rGst G* mikroorganismé. Fekdlni streptokoci hydrolyzuji eskulin
na glukozu a eskuletin a pravé diky produkci eskuletinu vznika ¢erny komplex.

Vzdy jedna kolonie narostld na Bile esculin azide agaru byla pfeockovana na utuhly krevni
agar. Kultivace probihala po dobu 24 hodin pti 37 °C.

» Rust na Bile esculin azide agaru se projevil vznikem ¢erného halo kolem kolonii. Vzorky
bez vyjimky tvofily na krevnim agaru a-hemolyzu - enzymy obsazené ve vzorku ¢aste¢né
rozkladaly krev. Prokézédna ptitomnost enterokokt ve vSech vzorcich.

4.6.2 Provedeni testu EN-COCCUS na vzorcich 1,3,9a 19

Tento test byl proveden za ti¢elem rychlé identifikace bakterii rodu Enterococcus. Z bunék
narostlych na Petriho miskach u vzorku 1, 3, 9 a 19 se pripravila podle ndvodu suspenze
a dale bylo pokrac¢ovano dle kapitoly 3.5.10. Kultivace probihala ptes noc pii 37 °C. Vysledek
barevnych reakci je zobrazen na obrazku 4.28.
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Obr. 4.28: Vysledné barevné reakce EN-COCUCUS testu.

Vyhodnoceni probihalo podle kapitoly 3.5.10 a vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.4.
Ptislusné profily patfici uréitym druhiim rodu Enterococcus byly odecteny z indexu, ktery je
uveden v ndvodu od vyrobce.

Tab.4.4: Vyhodnoceni EN-COCCUS testu.

H G F E D C B A
ARG SOE ARA MAN SOR MLB RAF MLZ vzorek
1 2 4 1 2 4 1 2
n - n - n o - 1
4 _ 4 - - - + - 3
+ - + + - + -+ - 9
+ - + + - + + - 19
5 5 1 (0) 1
5 0 1 3
5 5 1 (0) 9
5 5 1 19
profil 551 (550) Enterococcus faecium, mundltii... 1
profil 501 cross reakce * 3
profil 551 (550) Enterococcus faecium, mundtii... 9
profil 551 Enterococcus faecium, mundtii... 19

* u vzorku 3 byly o¢ekavany cross reakce z divodu nedostatecné Cistoty kultury

» Provedenim EN-COCCUS testu bylo potvrzeno, ze se jedna o bakterii rodu Enterococcus
u vzorku lyofilizatt ¢. 1, 9 a 19. U vzorku €. 3 byla identifikovana zkiizena reakce.

80




4.6.3 PCR reakce s purifikovanou DNA izolovanou z 25 lyofilizati s pouZitim primeri
specifickych pro rod Enterococcus

Vzorky purifikované DNA nafedéné na koncentraci 10 ng/ul byly pouzity jako DNA matrice
do PCR sm¢si. PCR reakce prob¢hla dle programu Enterrod a agardézova gelova elektroféze

probihala na 1 % gelu, pfi 60 V po dobu 2,5 hodiny. Vysledek je zobrazen na obrazku 4.29.

12 3

I e R T e

e

4 56 7T 8§ 2101112131415

1200bp
900bp

E6 T 8 910 11121314

o T T e W M 3 L )

Rada 1 Rada 2
. x Detekce PCR ‘L« Detekce PCR
Béh. ¢ DNA produktu Béh.C. DNA produktu

1. vzorek 1 + 1. vzorek 14 +

2. vzorek 2 + 2. vzorek 15 +

3. vzorek 3 + 3. vzorek 16 +

4. vzorek 4 + 4. vzorek 17 +

5. vzorek 5 + 5. vzorek 18 +

6. vzorek 6 + 6. vzorek 19 +

7. vzorek 7 + 7. vzorek 20 +

8. vzorek 8 + 8. vzorek 21 +

9. vzorek 9 + 9. vzorek 22 +

10. vzorek 10 + 10. vzorek 23 +

11. vzorek 11 + 11. vzorek 24 +

12. vzorek 12 + 12. vzorek 25 +

13. vzorek 13 + 13. standard +

14. standard + 14. NK -

15. NK -

NK...negativni kontrola  +...PCR produkt detekovan -...PCR produkt nedetekovan

Obr. 4.29: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktit (733bp) purifikované DNA 25 kmenii

Iyofilizatii s pouZitim primeri E1 a E2 specifickych pro rod Enterococcus.

81



» Ve vsech vzorcich se amplifikoval PCR produkt o velikosti 733bp specificky pro rod
Enterococcus (byla potvrzena ptitomnost rodu Enterococcus ve vzorcich).

4.6.4 PCR reakce s 1 bakterialni kolonii ze vzorki 1,3, 9 a 19

Z narostlych kolonii na Petriho miskach na Bile esculin azide agaru byla vzdy vypichnuta
u vzorkl 1, 3, 9 a 19 jedna kolonie s typickym ¢ernym halo a rozsuspendovana ve 20 ul PCR
vody (podle kapitoly 3.5.1.4) a déle byla povatena dle programu BOIL po dobu 15 minut.
PCR reakce probihala dle programu Enterrod. Agar6zova gelova elektroforéza probihala
na 1 % gelu po dobu 2 hodin pfi napéti 60 V (viz obrazek 4.30). V druhém ptipad¢ bylo
se stejnymi vzorky postupovano podle kapitoly 3.5.2.2 a vzorky byly po lyzi podrobeny PCR
reakci dle programu Enterrod a vysledek gelové elektroforézy je na obrazku 4.31.

Béh. ¢ DNA matrice D?:ggzklzsR

1. Vzorek 1 +

2. Vzorek 3 +

3. Vzorek 9 +

4, Vzorek 19 +

5. standard +

6. |NK - 1000bp
NK...negativni kontrola 733bp 800bp

+...PCR produkt detekovan
-...PCR produkt nedetekovan

Obr. 4.30: : Agarozovda gelova elektroforéza PCR produktii vzorkii ¢.1, 3, 9 a 19 s 1 bakteridlni
kolonii jako DNA matrici po povai‘eni.

Béh. & PCR produkt— | Detekce PCR
' DNA matrice produktu
1. Vzorek 1 -
2. Vzorek 3 -
3. Vzorek 9 -
4, Vzorek 19 -
5. standard +
6. NK -

NK...negativni kontrola
+...PCR produkt detekovan
-...PCR produkt nedetekovan

Obr. 4.31: : Agarozova gelovd elektroforéza PCR produktii vzorkii &1, 3, 9 a 19 s 1 bakteridlni
kolonii jako DNA matrici po lyzi.

» PCR produkty z kolonii se amplifikovaly pouze v pfipadé po povareni, kde davaly
specificky PCR produkt pro rod Enterococcus.
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4.6.5 Ovéreni specifity pouZzitych primeri

Experiment byl zaméfen na ovéfeni specifity primertt Sterm 1 a Sterm 2 specifickych
pro druh Streptococcus thermophilus a primerti E1 a E2 specifickych pro rod Enterococcus.
Amplifikovana byla DNA S.thermophilus CCM 4757 o koncentracich 10 ng/ml, 1 ng/ml,
100 pg/ml a 10 pg/ml (4 vzorky) a 10x fedéna rodu Enterococcus (2 vzorky ziskané
od Dr. Burdychové). Prvni PCR reakce probéhla za pouziti primerd Sterm 1 a Sterm 2 podle
programu STHER 30. Druhd PCR reakce probéhla podle programu Enterrod s pouzitim
primeri E1 a E2. Vysledek gelové elektroforézy, ktera probihala na 1,1 % gelu
pti 60 V po dobu 2 hodin, je zobrazen na obrazku 4.32.

Detekce PCR Rada 1

Béh ¢. DNA matrice produktu

Rada 1 - primery Sterm 1 a Sterm 2

S 10 ng

S1ng

S 100 pg

+| 4|+ |+

S 10 pg

E 10x -

10xE -

+

standard

Sl I Rl Rl Pad I o

NK -

Rada 2 - primery E1 a E2

S 10 ng _ Rada 2

S1ng -

S 100 pg -

S 10 pg

E 10x

A Rl Bl Rl Il o

+
E 10x +
standard +

8. NK -

NK...negativni kontrola
S - DNA Streptococcus thermophilus
E - DNA Enterococcus

Obr. 4.32: Agarozova gelova elektroforéza PCR produkti. Amplifikovana byla DNA Streptococcus
thermophilus (10 ng aZ 1 pg) a DNA Enterococcus (10x) s primery specifickymi pro druh
S. thermophilus (1.7ada) a s primery specifickymi pro rod Enterococcus (2.7ada).

» Pii pouziti primerd specifickych pro rod Streptococcus se amplifikovaly pouze PCR
produkty druhu S. thermophilus. Naopak pii pouziti primert specifickych pro rod
Enterococcus se amplifikovaly PCR produkty jen rodu Enterococcus. Ovéteni specifity
primeri probéhlo uspésné.

83



5. DISKUZE

5.1 Stanoveni citlivosti rodové specifické PCR - DNA Lactobacillus paracasei
sups. paracasei CCDM 212/06

Pti naockovani druhu Lactobacillus paracasei sups. paracasei CCDM 212/06 do tekutého
zivného MRS média, se médium zakalilo (diikaz o nardstu kultury). Pfi pfeockovani na MRS
agar a po kultivaci pti 37 °C po dobu 24 hodin narostly kolonie bilého lesklého vzhledu
o stejné velikosti, z cehoZ lze predpokladat, Ze pracujeme s Cistou kulturou. Kultura byla
zlyzovana a preciSténa fenolovou extrakci a pritomnost DNA v hrubych lyzatech buné¢k
a v purifikované DNA byla ovéfena gelovou elektroforézou na 0,8 % gelu. V hrubych
lyzatech bylo detekovano velké mnozstvi RNA a purifikovand DNA byla relativné intaktni
[5]. U vzork purifikované DNA byla spektrofotometricky zmétena absorbance a vzorky byly
nafedény na koncentraci 10 ng/pl. Cistota vzorku byla v rozmezi hodnot 1,8-2,0 &ili vzorek
byl dostatecné Cisty a nebylo proto tieba opakovat fenolovou extrakci a piesrazeni ethanolem.
Rodové specificka PCR probéhla podle programu LBC rod s primery LbLMA 1 a RL 16-1,
kdy se amplifikovaly PCR produkty o velikosti 250bp [7]. PCR produkty fedénych hrubych
lyzatt se amplifikovaly bez vyjimky s klesajici intenzitou detekce pfimo tmérné k vysSimu
stupni zfedéni. Citlivost rodove specifické PCR byla stanovena na 10 pg.

5.2 Stanoveni citlivosti druhové specifické PCR - DNA Streptococcus
thermophilus CCM 4757

Z narostlych kolonii na M17 agaru s laktézou bylo usouzeno, ze se jednd o Cistou kulturu.
Bunky byly zlyzovany a ptecisteny fenolovou extrakci, kde z agar6zové gelové elektroforézy
na 0,8 % gelu byla vizualizovana DNA, jak v hrubych lyzatech bun¢k, tak i1 v purifikované
DNA. PCR reakce probéhla podle programu STHER 30 srlznym mnoZstvim primerQ
Sterm 1 a Sterm 2 a velikost amplifikovaného PCR produktu byla 968bp [23]. Purifikovana
DNA byla nafedéna az na mnozstvi v jednotkach femtogramil pro stanoveni citlivosti druhové
specifické PCR reakce. Pfi srovnani detekce stejnych vzorkl, u kterych bylo pouzito rizné
mnozstvi primer (1pl nebo 0,5 pl), doslo ke zvySeni detekce o jedno fedéni. Cili
pfi nejmensi detekci 10 pg, kde byl pouzit 1 pl primerd, stoupla na nejmensi detekované
mnozstvi 1 pg s pouzitim 0,5 pl primerti. Rozdily v detekovanych mnozstvich mozna odrézi
variabilitu v pfipravé smési s malym mnozstvim DNA. Je také mozné, ze mensi mnozstvi
primerii vyvazalo men$i mnozstvi Mg ** iontdl. Tonty Mg ** jsou nezbyzné pro spravnou
¢innost DNA polymerazy [1].

5.3 Identifikace bakterii druhu S. thermophilus ve vybranych mléénych
vyrobcich pomoci PCR

Z hrubych lyzati bunék 10 mléénych vyrobkil byla izolovina DNA pomoci magnetického
nosic¢e [10]. Mnozstvi DNA v eluatech bylo vétSinou 70 ng a na gelu bylo slabé
vyzualizované (DNA vSak byla amplifikovana v PCR a to Gspé$né¢). Amplifikovala se rlizna
mnozstvi DNA. Hrubé lyzaty bunék kvili své vysoké viskozité uvizly v komurkach.
U vzorkt IX a X 1ze rozpoznat jinou povahu hrubych lyzath (jedna se o zékys a acidofilni
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mléko). Hrubé lyzaty téchto vzorkl nemély tak vysokou viskozitu, a proto je z obrazku
gelové elektroforézy ziejmé mensi uviznuti vzorku v komirce. Pravdépodobné vzhledem
k pristupnéjsi struktufe téchto mléénych vyrobkd se uvolnilo tak velké mnozstvi DNA.
U vzorka I - III se pfi lyzi bun¢k pii centrifugaci tvofily 3 vrstvy. Na dné zkumavky byl
sediment bunck, ndsledné vrstva sterilni vody a poté opét sediment bunck. Ziejmé to bylo
zpisobeno vys§im obsahem tukil v téchto jogurtech. Pii gelové detekci DNA ze vzorki eluati
a supernatantll se neamplifikoval zadny ze vzorkli (obrazek nebyl vlozen do diplomové
prace). PCR reakce probihala podle programu STHER 30 s primery Sterm 1 a Sterm 2,
kde velikost amplikoni odpovida 968bp. PCR produkty s DNA matrici ze supernatant
nebyly detekovany u zadného ze vzorkd. To svéd¢i o pfitomnosti inhibitori PCR
v supernatantech [5]. Naopak se ale amplifikovala DNA z eluat u vSech vzorkli z mléénych
vyrobk, ale nepodafilo se prokazat souvislost mezi zvySujicim se mnozstvim pouzité DNA
matrice a vétsi intenzitou detekce PCR produktu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit kontrolni
kmen S. thermophilus CCM 4757. Nepotvrdila se ani pfitomnost inhibitori PCR smési
ve vzorcich DNA eluované z magnetického nosice. Specificky PCR produkt byl prokazan
ve vSech typech analyzovanych vyrobkd.

5.4 Identifikace bakterii rodu Streptococcus z lyofilizati bunék

Po kultivaci na agaru M17 s laktézou narostly kolonie o rtzné velikosti a zabarveni.
Pfi opakovaném kiiZovém roztéru, kdy byla na Petriho misku ockovana vzdy jedna
ze spekulativnich kolonii, uz narostly kolonie stejné velikosti i barvy. Bylo potvrzeno, Ze se
jednd o smésné bakteridlni kultury, které dale nebyly pteistovany. Dalsi Cast prace byla
proto zaméiena na identifikaci bakterii druhu S. thermophilus, ale i na ovéteni Cistoty kultury.

5.4.1 Identifikace bakterii rodu Streptococcus thermophilus zlyofilizati bunék
magnetickymi nosici

Vzorky z lyofilizati bunék kmenl Streptococcus thermophilus ze Sbirky mlécnych
mikroorganismii (CCDM, Tébor) byly bez ptedchozi kultivace lyzovany a separovany
pomoci magnetickych nosicll. Prokazala se tak vhodnost pouziti magnetickych nosicu.
Na gelové elektroforéze na 0,8 % gelu byla ovéfena uspésnost lyze, kde se u hrubych lyzatt
amplifikovalo vétSi mnoZstvi intaktni DNA nez 35 ng/ul. U vzorki eludth se DNA detekovat
nepodafilo, ale u supernatanti byla DNA vizualizovana v rizném mnozstvi. Ve vétSing
ptipadech bylo mnoZstvi DNA v supernatantech vy$s$i nez 350 ng. PCR reakce probihala
podle programu STHER 30 s primery Sterm 1 a Sterm 2. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
kontrolni kmen S. thermophilus CCM 4757. PCR produkt se amplifikoval o velikosti 968bp
[23] u vSech vzorki s vyjimkou 4 vzorkd, u kterych byla intenzita PCR produktu velmi slaba
1 po zvySeni mnoZzstvi DNA matrice pfidavané do PCR smési.

5.4.2 Kontrola identifikace bakterii druhu Streptococcus thermophilus z 25 lyofilizata
s vyuzitim DNA izolované fenolovou extrakei

U lyzovanych vzorki byla na 0,8 % gelu ovéfena ptitomnost DNA, ktera ve vSech piipadech
mnohokrat pfesahovalo hodnotu hmotnostniho standardu 350 ng. U vSech vzorkli byla
spektrofotometricky stanovena ptiblizna koncentrace purifikované DNA na hodnotu vyssi nez
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je 10 ng/ul. PCR reakce probihala podle programu STHER 30 s primery Sterm 1 a Sterm 2.
Jako pozitivni kontrola byl pouzit kontrolni kmen S. thermophilus CCM 4757. PCR produkty
se amplifikovaly u vSech vzorkl o velikosti 968bp s vysokou intenzitou s vyjimkou stejnych
¢tyt vzorku, které se neamplifikovaly ani u separace magnetickymi nosi¢i [23]. Po ptecisténi
fenolovou extrakci a pifesrdzeni ethanolem u téchto 4 vzorkd se jiz PCR produkty
amplifikovaly o stejné intenzité. Vzhledem k vysoké pravdépodobnosti, Zze vzorky jsou
smésné, se pristoupilo k obecné identifikaci a zatazeni téchto vzorki mezi doménu Bakterie
pouzitim iniverzalnich primert. PCR reakce s primery DG 74 a RW 01 probihala podle
programu UNIV 30 [32] a detekovany byly amplikony u vSech 4 problematickych vzorkl
na 1,8 % gelu o velikosti PCR produktu 370bp, kde ale byly detekovany téz nespecifické
produkty, protoZe metoda jeste neni zcela optimalizovéna.

Nezavisle obémi metodami bylo potvrzeno, ze byla izolovana amplifikovatelnd DNA.
U stejnych 4 vzorka byly opakované zaznamenany slabé detekce amplikonil jak u separace
pomoci magnetickych nosicl, tak u metody fenolové extrakce, kde k uspésné amplifikaci
pomohlo nové piecisténi vzorkd, protoZe ve vzorcich DNA byly inhibitory PCR [5].

5.5 PCRreakce z bunék jedné bakterialni kolonie

PCR reakce s koloniemi prob¢hla standardné podle programu STHER 30 s primery Sterm 1
a Sterm 2. Jako pozitivni kontrola byl pouzit kontrolni kmen S. thermophilus CCM 4757.
Velikost amplikonu méla byt 968bp. Pii vneseni bakteridlni kolonie do PCR smési doslo
k jejimu zakaleni. Na gelu se to projevilo vznikem mlééného podbarveni jednotlivych
komirek gelu, které bylo pozorovatelné bez ozareni UV svétlem. Pti vneseni 1 kolonie do
PCR smési se PCR produkt nepodaftilo detekovat, ale v komirkach uvizly viskézni vzorky.
Vybrané vzorky také byly podrobeny lyzi v programu BOIL ¢i alkalické lyzi, ale vysledek
nezaznamenal zadné zlepSeni v amplifikaci. Vzorky také byly pifed PCR promyvany
n¢kolikrat sterilni vodou, kde by se dalo ocekévat zlepSeni detekce, protoze cetné inhibitory
PCR reakce se fedénim ¢i promyvanim fedi také. Tim padem je snizena jejich koncentrace
ve vzorku a uZ nemusi mit negativni vliv na detekci PCR produktu [1]. Ani v tomto pfipadé
amplifikace nebyla Gispésna. Dvod je zfejmé v piitomnosti inhibitorti v médiu M17.

PCR reakce s koloniemi byla také testovana na bakterie rodu Enterococcus. Kolonie narostlé
na Bile esculin azide agaru byly klickou vneseny do PCR vody a povafeny podle programu
BOIL. PCR reakce probihala s primery E1 a E2 dle programu Enterrod. Tento experiment byl
proveden pravé se 4 vzorky, které se opakované neamplifikovaly pii predchozich testech.
Z tohoto diivodu je na misté si myslet, ze obsahuji druh Enterococcus. Bile esculin azide agar
je velmi specifické médium pro identifikace fekalnich streptokokd a kolonie S. thermophilus
na tomto agaru nenarostou. Odebrané kolonie narostlé na Bile esculin azide agaru potvrdily
pritomnost enterokokd ve vzorcich. Amplikon se amplifikoval o velikosti 733bp. Pozitivni
kontrola zde nebyla pouzita.
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5.6 Identifikace bakterii rodu Enterococcus z lyofilizati bunék

Pti vyhodnoceni EN-COCCUS testu doslo u vzorku 3 ke vzniku cross reakei, protoze kolonie
narostlé na Petriho misce byly riznych velikosti a nedalo se odebrat pouze kolonie stejného
vzhledu na vytvofeni suspenze, takze mohlo jit o smés a v takovém ptipad€ dochazi ke cross
reakcim, coz je pravdépodobné pii¢inou netspésné identifikace. V tomto pripadé PCR reakce
prob&hla podle programu Enterrod s primery E1 a E2 na 1 % gelu, kde se amplifikoval PCR
produkt o velikosti 733bp [24]. Usp&sna amplifikace u viech vzorkt potvrdila, Ze se jedna
o smésné kultury, kde je ptitomen jak Streptococcus thermophilus tak i rod Enterococcus.
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6. ZAVER

V ramci diplomové prace byla zavedena metoda identifikace bakterii druhu Streptococcus
thermophilus pomoci PCR.

Prvni ¢ast prace byla zamétena na pfipravu pozitivni kontroly do PCR s primery druhoveé
specifickymi pro rod S. thermophilus, kde byla pouzita DNA kmene Streptococcus
thermophilus CCM 4757 ziskana z Ceské sbirky mikroorganismi. Buiiky byly lyzovany a
precistény fenolovou extrakci. Citlivost PCR reakce byla stanovena na 10 pg nebo 1 pg, dle
mnozstvi pouzitych primeru.

V druhé ¢asti prace bylo analyzovano 10 mléénych kysanych vyrobkti BMK byly lyzovany a
DNA separovana magnetickym nosi¢em. PCR produkty ze supernatantii se neamplifikovaly.
Eluaty pouzité jako DNA matrice do PCR smési se amplifikovaly bez vyjimky u vSech
vzorkd. Jako pozitivni kontrola slouzila purifikovand DNA kmene S. thermophilus
CCM 4757. Jako nejoptimalnéj$i mnozstvi DNA matrice byl uréen 1 pl.

Treti Cast této prace se soustfedila na druhovou PCR identifikaci 25 bakterii S. thermophilus
ziskanych ze sbirky mlé¢nych kultur Laktofléra ve formé lyofilizath. U vSech 25 kment se
jednalo o smésné kultury, které nebyly pro dalsi praci ¢istény. DNA z lyzatd bun¢k byla
separovana jak magnetickymi nosici, tak byla pfecisténa metodou fenolové extrakce, ktera
slozila pouze jako metoda kontrolni. Nezavisle na sobé obé metody potvrdily pritomnost
bakterii druhu S. thermophilus, ale u obou metod se neamplifikovaly PCR produkty stejnych
vzorkl (1, 3, 9 a 19). U separace magnetickymi nosi¢i nepomohlo pro uspésnou amplifikaci
ani zvySeni mnozstvi DNA matrice. U fenolové extrakce stailo vzorky precistit. Tyto 4
vzorky byly také testovany v PCR pomoci univerzadlnich primert, aby se ovéftila jejich
schopnost amplifikace, kterd byla potvrzena. Jako pozitivni kontrola slouZila purifikovana
DNA kmene S. thermophilus CCM 4757.

Vzhledem k podezieni, ze se jedna o smésné kultury, byly vzorky DNA podrobeny jesté¢ PCR
reakci specifické pro rod Enterococcus s vhodnymi primery, kde se amplifikovaly PCR
produkty u vSech 25 kment.

Na zavér lze konstatovat, ze ve vSech vzorcich lyofilizatd byla prokazana pfitomnost DNA
jak druhu S. thermophilus tak 1 rodu Enterococcus, ktery nebyl dale druhové zatazen.
Ptitomnost bakterii rodu Enterococcus byla ovéiena kultivacné na Bile esculin azide agaru, na
krevnim agaru a pomoci EN-COCCUS testu
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

16S/23S rRNA - 16/23 jednotek ribosomt v ribosomalni ribonukleové kyselingé
A/T/C/G - adenin baze/tymin baze/cytosin baze/guanin baze

AK - aminokyseliny

ARA - arabin6za

ARG - arginin

BMK - bakterie mlé¢ného kvaseni

bp - pary bazi

CCDM - Culture Collection of Dairy Microorganisms

CCM - Czech Collection of Microorganisms

CIZ - oznaceni pro roztok chloroformu a izoamylalkoholu

CSN - oznadeni Geské statni normy

dATP - deoxyadenintrifosfat

dCTP - deoxycytosintrifosfat

dGTP - deoxyguanintrifosfat

DNA/rDNA - kyselina deoxyribonukleova/ribosomalni kyselina deoxyribonukleova
dTTP - deoxytymintrifosfat

G’ - gramnegativni

G - grampozitini

HL - hruby lyzat

KTJ - kolonie tvotici jednotky

m.j. - mezinarodni jednotka

MAN - mannitol

MLB - melibidza

MLZ - melezitdza

MM smeés - master mix smeés

mol. - molarni

NK - negativni kontrola

P(HEMA-co-GMA) - poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat)
PCR - polymerdzova fetézova reakce

PE - polyethylen

PEG - polyethylenglykol

PK - pozitivni kontrola

RAF - raffin6za

SDS - dodecylsulfat sodny

SOE - sorbo6za

SOR - sorbitol

SPRI - solid phase reversible imobilisation (reverzibilni imobilizace na pevné fazi)
USD - americky dolar
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9. SEZNAM PRILOH

Priloha 1: Jednoduché schéma provedeni EN-COCCUS testu.

Priloha 2: Ukazka ristu lyofilizatt ¢. 4 a 6 na agaru M17 (zprava).

Priloha 3: Ukazka ristu lyofilizath €. 19, 9, 3 a 1 na Bile esculin azide agaru (zprava).
Priloha 4: Ukazka ristu 1 kolonie z lyofilizata €. 19, 9, 3 a 1 na krevnim agaru (zprava).

Priloha S: Poster — prezentace na FCH VUT v Brn€ 9.-11.9.2008 na 4. ro¢niku mezinarodni
konference ,,Chemistry & life®.
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Ptiloha 1: Jednoduché schéma provedeni EN-COCCUS testu.
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Priloha 3: Ukazka ristu lyofilizatt €. 19, 9, 3 a 1 na Bile esculin azide agaru (zprava).
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Priloha 4: Ukazka ristu 1 kolonie z lyofilizata €. 19, 9, 3 a 1 na krevnim agaru (zprava).
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Priloha 5: Poster — prezentace na FCH VUT v Brn¢ 9.—-11.9.2008 na 4. ro¢niku mezinarodni
konference ,,Chemistry & life®.

Identifikace bakteridlnich kmenu druhu Streptococcus thermophilus s vyuzitim PCR
Identification of bacterial strains of species Streptococcus thermophilus using PCR

Material a metody

Obe 1 Agar gel. elektroforém PCR produladl DNA 2 eluatl veorkl &, 1-13.

P23 488 8T 8 900 10121304 15 1617

STHER 30 &

komfirky 1-12 DNA po SPRI vaork & 14-25,

komiirky 1-13 DNA po SPRI vaorkd € 1-13; 14-15
13-14 PR 1S standand; 16 NE.

PE. 16 stondard; 17 NE.

Oibr: 4 J\gﬂbmngd dahmforempml’ DNA 0 kone. 10 ngid.

T8 81010 12 6314 18

MTIB 13202

hﬂﬁll]‘] I3 punif BNA vzorkdi € 1-13; 14 PE: 15 nudnni 16 Kook 113 punt DNA veorkd & 1-13; 14 standaed; 15
.28 purtl DNA vaorkdl & 14-25, 29 PR, 20 standard; 31 NE NE 16-27 punf DNA veork & 14-25, 28 standard; 20 NE_

W\‘l«!h}_‘ l)\:ﬁim.led.l H}ﬂ.l pnmnﬂ PCR prokising PR T Bakaeriiln ketonic
o ap DA L
b‘nmnwws:wa jhw:nm P(.‘R mbz s koloniemi
narosthymi o M17 agaro s lnkiozou dejmé nevychis
Tevilli mhtlnlndm. Keré mohou byt phitomny jak v

komfirky 1-13 PCR produlry vaorkd & 1-13; 16 PE; 15 standard; 16 NK;
1728 PCR produkty veorkl & 14-2%, 29 PK; 30 standard; 31 NK

Podékovini:
1-4 PCR produlty vaorkd
1.3 9 a 1% 5 standard. 6 NE
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