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ABSTRAKT

Probiotické potravinové vyrobky - doplilky stravy obsahuji rizné druhy probiotickych
bakterii. Spravna druhova identifikace kmenu a jejich charakteristickych vlastnosti je velmi
dilezita z hlediska kvality vyrobkd. K tomu se vyuZzivaji metody DNA diagnostiky.

V této praci byla izolovana DNA ze 4 probiotickych vyrobkd. Pomoci amplifikace DNA
metodou PCR byla ve 3 vyrobcich prokazana piitomnost bakterii rodu Lactobacillus a druhu
L. acidophillus, L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus v souladu s tidaji uvedenymi vyrobci.

Pti druhové identifikaci byly pro kazdy druh pouzity dvé sady primert. S vyuzitim dalSich
primert byly v DNA izolované z vyrobkl prokazané sekvence nasledujicich genti: bsh, lai a
odc.

Byly zjistény rozdily mezi vyrobky, tykajici se detekce lai genu L. acidophillus.

ABSTRACT

Probiotic food products - food additives contain different species of probiotic bacteria.
Accurate species identification with their characteristics is very important from the view of
products quality. Methods of DNA diagnostics are used for these purposes.

In this thesis DNA was isolated from 4 probiotic products. The presence of bacterial of genus
Lactobacillus and species L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus were detected
in three products by PCR. This information was in accordance with the data provided by the
manufacturer.

Two sets of primers were used for identification of species. Using other primers sequences of
genes such as bsh, lai and odc were detected in DNA isolated from the products.

Differences were estimated among products concerning the detection of lai gene
Lactobacillus acidophilus.

KLICOVA SLOVA

Probiotické vyrobky, izolace DNA, polymerdazova ftetézova reakce, identifikace, rod
Lactobacillus, druhy Lactobacillus, gen bsh, gen lai, gen odc
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1. UvOD

V soucasné dobé¢ neracionalni stravovani, stres a ¢asté uzivani antibiotik vede k poklesu poctu
piirozenych bakterii v lidském organismu, coz zplsobuji snizeni imunity. Za ucelem
obnoveni a udrzovani zdravé stievni mikroflory jako nezbytnou Casti jidelni¢ku se doporucuji
vyrobky obohacené probiotickymi kulturami. V pramyslu se jako probiotika nejcastéji
pouzivaji bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK).

BMK jako hlavni fermentacni produkt tvoii kyselinu mlé¢nou, ktera snizuji pH prostiedi, coz
nedavné dobé laktobacily zaslouzily pozornost biochemikt, mikrobiologti, 1ékatt a ekologii z
davodu jejich potencidlniho vyznamu pro udrzovani homeostadzy organismu, prevence a
léCeni mnoha nemoci rizné etiologie. Proto jsou pouzivany jako slozky potravinatrskych,
kosmetickych a dalSich vyrobkt a také samostatné ve forme 1éCiv a jako dopliky stravy.

Z dbavodu vlivu na lidské zdravi se musi slozeni doplitki stravy a 1€éka kontrolovat. Pro
identifikaci BMK a pfitomnosti genil kodujicich probiotické vlastnosti existuje fada metod. V
soucasné dobé je nejpouzivangj$i polymerazova fetézova reakce (PCR) a postupy na ni
zalozené. Je to vysoce citlivd metoda, kterd umoznuje detekei specifickych usekli DNA. Ty se
daji vyhledat s vyuzitim bioinformatickych databazi.

Cilem diplomové prace bylo izolovat bakteridlni DNA z potravinovych dopliikkit v kvalité
vhodné pro provedeni PCR, a pomoci specifickych primerG detegovat pfitomnost
jednotlivych druhd rodu Lactobacillus, uvedenych na obale vyrobcem a detegovat pfitomnost
nekterych gent, kédujicich probiotické vlastnosti.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Dle Ilji Me¢nikova: “Nase piedCasné a neStastné staii je vysledkem stalé otravy Skodlivymi
latkami, které jsou vylucované nékterymi mikroby tlustého stfeva. Je zfejmé, ze snizeni poctu
takovych mikrobia oddali projevy starnuti.” Védec sledoval, jak se Bulhafi, které kazdodenné
konzumuji "bulharsky jogurt" (mléény vyrobek), vyznacuji svou dlouhovékosti a dobrym
zdravim. V roce 1907, Mec¢nikov dosel k zavéru, ktery byl zalozen na studiu normalni
mikroflory lidského organismu, a doporucil vyuziti mléénych vyrobki v jidelnicku jako
prakticky krok k zlepSeni zdravotniho stavu. To byl zacatek éry probiotik. [1]

V 60. letech Lilly a Stillwelle pouZili pojem probiotika. Slovo ,,probiotic* pochazi z feckého
jazyka, coz znamena "pro zivot." Podle prvni definice dané v roce 1965 probiotika jsou Zivé
mikroorganismy, které pfi pfijeti v pfiméfeném mnozstvi, udéluji zdravotni vyhodu hostitele.

[2]

Podle definice zvefejnéné v roce 1989 Royem Fullerem, probiotika jsou Zivé mikrobialni
doplnky stravy, které prospivaji zdravi spottebitell tim, ze udrzuji nebo zlepsuji jejich stievni
mikrobialni rovnovahu. [3]

2.2 Probiotické mikroorganismy

Mezi mikroorganismy jsou jako probiotika nejvic pouzivané bakterie mlééného kvaseni tj.
zastupci rodu Lactobacillus, Lactococcus, dale rodu Bifidobacterium a kvasinky rodu
Saccharomyces.[4] Ptehled probiotickych organizmi je uveden v Tabulce 1.

Tabulka 1:Pfehled nékterych probiotickych organismu [4]

Druhy rodu Lactobacillus

Druhy rodu Bifidobacterium

DalS$i mikroorganismy

Lactobacillus acidophillus

Bifidobacterium bifidum

Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus plantarum

Bifidobacterium breve

Saccharomyces boulardii

Lactobacillus rhamnosus

Bifidobacterium longum

Streptococcus thermophillus

Lactobacillus casei

Bifidobacterium infantis

Bacillus cereus

Lactobacillus paracasei

Bifidobacterium adolescensis

Lactobacillus gasseri

Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus

Lactobacillus reuteri

r rwe

2.3 Probiotické ucinky

Probiotické MO v lidském organizmu vyvijeji svou ¢innost na ttech urovnich.
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Na prvni urovni (interakce mikrob-mikrob) - inhibice zivotaschopnosti patogennich bakterii
v disledku konkurence o ziviny a schopnosti produkovat bakteriociny” a dal$i substraty
(mlécna kyselina, méselna kyselina) s antimikrobialni aktivitou.

Na druhé¢ urovni (interakce mikrob - epitel traviciho traktu)-blokace adhezi nebo vytlacovani
z adheznich receptorti patogennich a potencialné patogennich mikroorganismy. To brani
translokaci stievnich bakterii do vnitfniho prostfedi hostitele, ¢imz se zlepSuje bariérova
funkce stievniho epitelu.[5]

Tteti tiroven (mikrobidlni interakce mikrob - imunitni systém) se podili na aktivaci lokalnich
a systémovych ochrannych imunitnich reakci, jakoz i na vytvoieni imunologické tolerance
(aktivace makrofagl, stimulace imunoglobulinu A (IgA) a inhibice uvolnovani zanétlivych
cytosini).[5]

Nicméné, zlistdva nejasné, zda jsou tyto uc€inky na imunitni systém systémové, jsou li stejné u
zdravych a nemocnych pacientll. Existuji data, ze nékteré probiotika stimuluji fagocytéozu u
zdravych pacientil, ale inhibuji Si U pacientl s alergickou reakci. Lze tedy konstatovat, ze
uc¢inky probiotik na imunitni systém mohou zaviset na stavu lidské imunity a davce preparatu,
a mohou se také lisit u riznych probiotickych kment. [4]

2.4 Probiotické vlastnosti

2.4.1 Hydrolaza zluc¢ovych soli (Bsh)

Jednim z kritérii probiotika je Zivotaschopnost v prostfedi velmi nizkého pH a tolerance
ke gastrointestinalnim kyselinam a Zlu¢i. Zlu¢ je syntetizovana v centralnich hepatocytech
jater a je uvolfiovana do dvanactniku po piijmu potravy. Zlu¢ je Zlutozeleny vodny roztok,
jehoz hlavni slozky zahrnuji zlucové kyseliny, cholesterol, fosfolipidy, a pigment biliverdin.
Soli Zlucovych kyselin funguji jako biologicky detergent, ktery emulguje a rozpousti lipidy a
vitaminy rozpustné v tucich a hraje zdsadni roli pfi traveni tukli. Maji zaroven antimikrobialni
aktivitu, a to pfedevsim diky rozpousténi bakterialnich membran piisobenim na fosfolipidy a
proteiny bunééné steny. [6]

Utinek probiotickych bakterii pfi snizeni tirovn& cholesterolu se vysvétluje aktivitou
hydrolasy Zlu¢ovych soli (Bile Salt Hydrolase), ktera se podili na odstranéni konjugovanych
aminokyselinovych zbytkd v zluCovych kyselinach. Bsh patii do rodiny choloylglycinovych
hydrolaz, které jsou klasifikovany jako N-termindlni nukleofilni (Ntn) hydroldzy s N-
terminalnim  zbytkem cysteinu. Choloylglycinové hydrolazy se nachazi v mnoha
gastrointestinalnich ~ bakteriich napf. Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacteriodes,
Clostridium, a Enterococcus. Soli zlu¢ovych kyselin jsou dekonjugované puisobenim BSH,
v nekonjugované formé jsou malo rozpustné a nejsou absorbované bunkami stieva. Tak,
nekonjugované soli zlucovych kyselin se vyluéuji ptirodni cestou. [6]

2.4.2 Linoleat izomeraza (Lali)

Konjugovanym mastnym kyselindm je vénovana velka pozornost jako novém typ funk¢nich
lipidd. Konjugovana kyselina linolova (conjugated linoleic acid, CLA) s konjugovanymi
dvojnymi vazbami patii ke skupiné polohovych a geometrickych izomerti kyseliny linolové
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(LA, 18: 2 n-6). V poslednich desetiletich je o CLA velky zajem vzhledem k fyziologicky
prospésnym ucinkam. Izomery CLA cis-9, trans-11-CLA (18:2) maji schopnost snizovat
karcinogenezi, artrosklerozu a procento nadmérného télového tuku. Hlavnim zdrojem cis-9,
trans-11-CLA (18:2) a trans-9,trans-11-18:2, coz jsou izomery kyseliny linoleové, jsou
pfevazné mlééné vyrobky. Hlavnimi producenty jsou zastupci rodu Lactobacillus. [7]

CLA vznika jako meziprodukt v pribéhu hydrogenace kyseliny linolové na kyselinu
stearovou pusobenim anaerobnich laktobacili. Kompletni hydrogenace kyseliny linolové je
vicestupnovy proces Viz Obrazek 1. Prvni reakce je rychla konverze kyseliny linolové na cis-
9, trans-11-CLA (18:2) pisobenim linoelat izomerazy (Lai). Druhy pomalejsi krok je
konverze cis-9, trans-11-CLA (18:2) na trans-11 kyselinu vakanovou, za kterym nasleduje
redukce kyseliny vakanové na kyselinu stearovou pomoci mikrobialni ¢innosti laktobacild.

[8]

Obrazek 1: Hydrogenace kyseliny linoleové na stearovou kyselinu [8]

Kyselina linoleova

o
HO-CW\A}:\‘}gA,\

|

ClA1l
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|

Kyselina vakanova
3 A1
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|
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'
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Lai vystupuje v kaskadé reakci jako hlavni biokatalyzator. Piedstavuje intracelularni
enzymovy systém, ktery se sklada ze dvou forem enzymu (rozpustné enzymy CLA-HD a
CLA-DC) a proteinu CLA-HY, vazaného na membranu. Posledni se vyskytuje u mléénych a

wevr

[71.[8]

2.4.3 Ornitin dekarboxylaza (Odc)

Bakterie mlééného kvaseni produkuji enzymy, které v pribéhu katabolickych drah,
napojich jsou histamin, tyramin, putrescin, lyzin a beta-fenyletylamin. Histamin je
produkovan dekarboxylaci histidinu diky aktivit¢ histidin dekarboxylazy, tyramin vznika
dekarboxylaci aminokyseliny tyrozin pomoci tyrozin dekarboxylazy. Putrescin se produkuje
dekarboxylaci ornitinu plisobenim ornitin dekarboxylazy.
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Schopnost mikroorganismt dekarboxylovat aminokyseliny je vysoce variabilni, Casto
kmenove specificka. Geny kodujici enzymy zodpovédné za vznik BA jsou Casto pienaseny
plazmidy a kmeny, které obsahuji urcity plazmid, jsou schopné produkce BA.

BA jsou pfitomné ve mnoha potravinach, vcetné v mléénych vyrobkt. V prokaryotickych
bunkach je syntéza BA spojovana s obrannym mechanismem vuéi vlivu kyselého prostiedi
traviciho traktu. Pfi konzumaci potravy s malym obsahem BA, se tyto slouceniny ve stievé
pfeménuji diky aktivité aminooxidaz (mono a diamin oxidazy) na fyziologicky mén¢ aktivni
formy. [9]

| piesto, BA se nékdy akumuluji v potravé ve vysoké koncentraci. Vysoka koncentrace BA
s sebou nese riziko toxicity. Pisobenim BA se uvolnuje adrenalin a noradrenalin, zvySuje se
srdecni vykon, vznikd migréna a tachykardie, snizuje se mnozstvi cukru v krvi a zvySuje se
krevni tlak. Sekundarni aminy (putrescin a kadaverin) jsou potencialni prekurzory pro
karcinogenni nitrosaminy.[9]

2.5Probiotika v potravinarském primyslu

2.5.1 Probioticka kritéria

V souladu s doporuc¢enimi Svétové gastroenterologické organizace (World Gastroenterology
Organization ) probiotické mikroorganismy, které se pouZzivaji v potravinach a doplikach
stravy musi spliiovat nasledujici podminky [10]:

» Zivotaschopnost béhem pruchodu stfeva (rezistence K u¢inkiim Zalude¢nich §tav a
zluci)

» Schopnost rozmnoZeni a kolonizace v travicim traktu

* Bezpecnost a u¢innost

» Udrzovatelnost béhem skladovatelnosti vyrobku [4]

» Zachovani dobrych senzorickych vlastnosti vyrobku [10]

2.5.2 Formy probiotik
formé, v jaké dochazi k prodavani probiotického kmene. Podle formy se probiotika rozdéluji
na suché a tekuté. [11]

Probiotika v tekuté formé lze pouzivat na sliznice (nosni, UGstni, vaginalni dutina). Tekuta
forma zna¢né usnadnuje distribuce probiotika podél traviciho traktu. [11]

Sucha probiotika jsou mikroorganismy lyofilizované vakuovym vymraZenim v anabidze
Vv Zelatinové matrici. Zacinaji ptisobit po 1-4 hodin od pfijeti. Béhem této doby MO vychazi z
anabidzy a zacinaji u¢inkovat v organizmu hostitele. [11] Susené probiotické mikroorganismy
mohou byt v nasledujicich formach:

13



+ Kapsle

Forma a struktura kapsul omezuje ptistup vzduchu a vlhkost, které¢ negativné ovlivituji uc¢inek
probiotika. Produkty obsahuji ¢astice o velikosti 50 az 250 um. [12]

* Prasky

Jsou méné popularni a efektivni formou probiotickych preparati nez kapsle vzhledem k tomu,
ze vlhkost a vzduch jsou destruktivni pro probiotika. Pfesto, pro déti nebo jednotlivce, kteti
nemohou polykat tobolky, praskové probiotika mohou byt ptidani do potravin nebo napoji.
Mezi na trhu dostupné potravinové vyrobky se suSenymi probiotiky patii cerealie, détska
vyziva a susené mléko. [12]

2.6 Prebiotika a symbiotika

Prebiotika byly poprvé definovany jako nestravitelné slozky potravy, které piiznivé ovliviiuji
stav hostitele selektivni stimulaci ristu a aktivity omezeného poctu bakterii v tlustém stieve.
Podle vyzkumii prebiotika zvySuji poCet uzite¢nych anaerobni bakterii a snizuji populaci
potencialné patogennich mikroorganismu. [13] Prebiotika jsou ve vyznamném mnoZstvi
obsazena v potravinach rostlinného pivodu: zelening, ovocich a cerealiich. Do skupiny
prebiotik patii oligosacharidy (oligofrukt6za, galaktooligosacharidy, laktul6za, oligosacharidy
matefského mléka) a inulin. [13]

Kombinace probiotika s nestravitelnymi sloZzkami potravy (prebiotika) se nazyva symbiotika.
Probiotikum kombinovan s prebiotikem, které je pro néj specifické, napf. oligofruktdza jako
substrat pro rod Bifidobacteria ptispiva k rtstu prodlouzeni pieziti probiotika. [14]

2.7 Mlécéné kvaseni

KvaSeni je proces, pfi kterém probihaji chemické piemény organickych latek v disledku
metabolické aktivity mikroorganismil. Mlééného kvaSeni je proces, pii kterém za anaerobnich
podminek pyruvat se pfeméhuje na laktat, a NADH na NAD", ¢imz se udrzuje rovnovéha.
Existuji dva typy mlécného kvaSeni: homofermentativni a heterofermentativni. Mezi
homofermentativni BMK se zatazuji néktefi zastupci rodu Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus. Heterofermentativni kvaseni je charakteristické pro vybrané druhy
Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Weisella a Bifidobacterium. [15]

2.7.1 Homofermentativni mlééné kvaseni

Homofermentativni mlééné kvaseni je charakterizované tvorbou fruktézy-1,6-DP (FDP),
ktera je rozStépena pomoci FDP-aldolazy na dihydroxyaceton-P a glyceraldehyd-3-P za
podminek prebytku glukozy a omezeného ptistupu kysliku. Produkty jsou 2 molekuly laktatu
viz Obrazek 2. Tento proces poskytuje 2 moly ATP. [15]

2.7.2 Heterofermentativné mlécéné kvaSeni

Heterofermentativni BMK v metabolizmu vyuzivaji kombinace 6-fosfoglukonatového cyklu a
fosfoketolazového cyklu, protoze neobsahuji aldoldzu-enzym, ktery §tépi hex6zu-1,6-DP na 2
trioza-P. Gluko6za-6-P zpocatku dehydrogenuje na 6-fosfoglukonat a nasledné dekarboxyluje
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za vzniku 1 molu CO,. Vysledna ribuldza-5-P se $tépi na 1 mol glyceraldehyd-3-P (GAP) a 1
mol acetyl-P. GAP je dale pfeménén na laktait homofermentativnim mléénym kvaSenim.
Acetyl-P se ptenasi na etanol pomoci acetyl-CoA. Tak za anaerobnich podminek, 1 mol
glukozy se prevede na ekvimolarni mnozstvi kyseliny mlééné, etanolu a CO; viz Obrazek 2.
[15],[16]

Obrazek 2: Obecné schéma fermentace glukozy u BMK [17]

Glukoza

Homofermentativni Heterofermentativni

Glukoéza-6-P

Fruktéza-6-P
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Fruktoza-1,6-DP
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.

Ribuloza-5-P

A\

Glyceraldehyd-3-P — ™\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P

P T / |

2 Pyruvit Pyruvat Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

2.8 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlécného kvaseni neboli BMK jsou Gram-pozitivni, nesporogenni, nepatogenni
mikroorganismy, které postradaji cytochromy a jsou neschopné syntezovat porfyriny. Hlavni
jejich vlastnosti je schopnost enzymovou fermentaci sacharidii tvofit jako hlavni produkt

A4

kyselinu mlé¢nou a takové produkty jako etanol, CO,, niz8$i mastné kyseliny a dalsi. [18]

Skupina Dbakterii mléného kvaseni zahrnuje rody Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactococcus, Oenococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Paralactobacillus a dalsi. AvSak nejvétsi vyznam pro
potravinafsky prumysl maji piedev§im rody Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Streptococcus a rod Bifidobacterium, ktery je fylogeneticky nepiibuzny BMK, ale je Casto
mezi nimi uvadén z divodu podobnym biochemickym a fyziologickym vlastnosti. [18]

Zastupci zminénych roda se uz po dlouho dobu pouzivaji k fermentaci masovych vyrobki, v
mlékarenském a konzervaénim primyslu. Ugelem bakterii mlééného kvaseni je zajisténi
spravného a rychlého pribéhu zrani diky preméné sacharidl, dusi¢nand, dusitant, $tépeni
lipidt, zajiSténi konzervacniho ucinku snizenim pH prostfedi a také vytvofeni typického
aroma a chuti vyrobkd.

BMK se vyskytuji v prostfedi obohaceném na sacharidy: potraviny (mléné vyrobky,
fermentované maso, zakysana tésta, zeleniny, ovoce, napoje), Zivotni prostredi (dychaci cesty,
genitalni trakt lidi a zvitat, rostlinné materialy a odpadni vody). [19]
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2.9 Rod Lactobacillus

Podle taxonomického zarazeni patii rod Lacobacillus do domény Bacteria, kmen Firmicutes,
tiida Bacilli, rad Lactobacillales, ¢eled” Lactobacillaceae. [19]

Zastupci rodu Lactobacillus jsou ty¢inkovité mikroorganismy. Mohou existovat samostatné
nebo také tvoii shluky a fetézce viz Obrazek 3. Jsou katalaza negativni, podle zavislosti na
kysliku se dé€li na fakultativné anaerobni, mikroaerofilni anebo anaerobni. Optimalni ristova
teplota pro vétSinu druhti je 30 az 40 °C. [20] Podle kone¢nych produkti fermentace
laktobacily délime na:

e obligatn¢ homofermentativni (hex6za fermentovana na kyselinu mlé¢nou)

e fakultativné heterofermentativni (hexdza fermentovana na kyselinu mléénou nebo na
smés kyseliny mlé¢né, octové, mravenci a etanolu; pentoza fermentovana na kyselinu
mlécnou a octovou)

e obligatn¢ heterofermentativni (hex6za fermentovana na kyselinu mlé¢nou, octovou ¢i
etanol a oxid uhli¢ity; pentdza fermentovana na kyselinu mlé¢nou a octovou). [20]

Obrazek 3: Morfologie bun¢k Lactobacillus acidophilus [21]

Bakterie rodu Lactobacillus jsou vyzivové naro¢né, vyzaduji nutriéné bohatd media s
vysokym obsahem sacharidd, aminokyselin, peptidi, esterd mastnych kyselin, soli, derivata
nukleovych kyselin, a vitaminu. [22]

Laktobacily se nachdzeji v gastrointestindlnim traktu a pohlavnich cestach lidi a zvifat v
proménlivych mnozstvich v zavislosti na druhu a v&ku hostitele. Jsou rovnéz pfitomné v
rostlinnych materialech a ve fermentovanych potravinach (syry, jogurty, fermentované mléko,
maso, zelenina). [22]

2.9.1 Druh Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus acidophilus je nejcastejsi druh rodu Lactobacillus. Zastupci druhu jsou soucasti
zdravé mikroflory v ustni duting, pochveé a tlustém stieve. [23] Pouzivaji se v potravinafstvi i
jako léciva. V Tabulce 2 jsou uvedené vyrobky s obsahem Lactobacillus acidophilus.
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Tabulka 2: Ptiklad vyrobkl s obsahem kment druhu Lactobacillus acidophilus

Kmen Obchodni nazev Vyrobek Utinek Vyrobce
Normalizace
L. acidophilus : ® , stfevni, ustni, Lanopharm ,
NK; Acilactum L&k vaginalni Rusko [24]
mikroflory
L. acidophilus . Stimulace_ Merckle,
DSM 4149 Hylak™ forte Lék regeneraci GmbH,
fyziologické flory | Némecko [25]
Prevence primarni a
L. acidophilus, Vitaflor © Doplnék sekundarni poruchy Gos Ni,
D-75/D-76 stravy mikrobialni Rusko [26]
rovnovahy
Lactobacillus ) L
acidophilus LA- Bifiform ® Lék Normalizace stievni Ferrosan,

5

flory

Dansko [27]

2.9.2 Druh Lactobacillus casei
Laktobacily uvedené¢ho druhu jsou pfitomné v ustni duting, pochv¢, tenkém a tlustém stievé
jako soucasti ptirozené mikroflory Gl traktu. Bakterie druhu Lactobacillus casei jsou schopné
meénit slozeni a metabolickou aktivitu stievni mikroflory zvySenim poctu bifidobakterii a
snizenim aktivity B-glukuronidazy. [28] V Tabulce 3 jsou popsané vyrobky s obsahem
kment rodu Lactobacillus casei.

Tabulka 3: Ptiklad vyrobki s obsahem kment druhu Lactobacillus casei

Kmen Obchodni nizev |  Vyrobek Utinek Vyrobce
L. casei DN- Actimel Kysany Celkova podpora | Danone, Francie
11400 vyrobek imunity [28]
. Yakult Honsha
L. caseli Kysany Udrzovani stfevni
Shirota Yakult vyrobek flor Co., Ltd,
r Y Japonsko [28]
: Kysany Udrzovani stievni Arla Foods,
L. casei F19 Cultura
vyrobek flory Dansko [28]

2.9.3 Druh Lactobacillus plantarum

Bakterie druhu Lactobacillus plantarum lze nalézt v ustni dutin¢ a travicim traktu savci. Je
prokazan zdravotné prospeésny ucinek Lactobacillus plantarum pifi syndromu drazdivého
tra¢niku diky produkci antimikrobialnich latek. [29] V Tabulce 4 jsou popsané vyrobky s
obsahem L. plantarum.
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Tabulka 4: Priklad vyrobka s obsahem L. plantarum

Obchodni ,
Kmen c odnt Vyrobek Uc¢inek Vyrobce
nazev
Ant isticky uéinek .
L. plantarum 8P- Laktobakterin Lék ' jifim:ul; eynlrlncrlrrl1 ) Microgen,
A3 PIOtP g Rusko [30]
bakteriim
L. plantarum GoodBelly Ovochy Udriové’ni stievni N?XtFOOdS
299V napoj flory Probi, USA [29]
L. plantarum 8P- . Normalizace ¢innosti | Partner, Rusko
Florin forte Lék
A3 © traviciho traktu, [29]

Kromé¢ ucinku na imunitni systém, byla také prokazana schopnost L. plantarum produkovat
aminokyselinu lysin. Z nejnové&jSich vyzkumi se ukazalo, Ze pouziti L. plantarum je velmi
uéinné v prevenci alergii na s6ju. Vyzkumnici z Univerzity Illinois, Urbana-Champaign, USA
v roce 2008 provedli dvé studie s fermentovanymi sojovymi semeny a sojovou moukou
pomoci riznych mikroorganismii. Kvasené a nekvasené so6jové vyrobky byly zavedeny do
krevni plazmy lidi alergickych na sdju. Vyrobky fermentované druhem L. plantarum
vykazovali nejvétsi snizenim intenzity reakce na so6jové produkty. [31]

2.9.4 Druh Lactobacillus rhamnosus

Stejné jako vySe uvedené druhy rodu Lactobacillus maji i L. rhamnosus maji zdravotné
prospésné vlastnosti pro hostitele, a to zejména proti patogentim stievnich a mocovych cest.
L. rhamnosus je také pouzivan jako pfirodni konzervaéni latka v produktech na jogurtové
bazi. [32] V Tabulce 5 jsou popsané vyrobky s obsahem L. rhamnosus

Tabulka 5: Ptiklad vyrobka s obsahem L. rhamnosus

Kmen Obchodni nazev | Vyrobek Utinek Vyrobce

L rhamnosus Vifit Kysany Celkova podpora Valio, Finsko
LB21 vyrobek imunity [32]

L. rhamnosus Linex Imunno ® Doplnék Normalizace stievni Sandoz,
LCR35 stravy flory Slovinsko [33]

ZvySeni poctu

L. rhamnosus Vagilak Dopln¢k laktobacilt a Hr. Hansen A/S,

GR-1 stravy normalizace vaginalni Dansko [32]
flory u zen

2.10 Ildentifikace bakterii mlééného kvaSeni

BMK ve vyrobcich se prokazuji kultivaci na vhodnych médiich anebo novymi molékularné-
genetickymi metodami. [34]
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2.10.1 Kultiva¢ni metody

Kultivace se provadi na Petriho miskach na vhodném médiu s nutrienty za urcitych podminek
(teploty, tlaku, aerobné nebo anaerobné). Pozoruje se Cistota kultur, zbarveni, tvar, pocet
kolonii. Po Kultivaci je tiecba mikroskopicky zkoumat morfologii bunék. Dale se stanovuje
aktivita enzymi hydrolyzujicich Skrob, kasein, zelatinu apod. a také produkce indolovych
barviv, redukce nitrati, deaminace fenylalaninu, utilizace citratu. AvSak kultivacni metody
jsou ¢asov¢ a ekonomicky naro¢né a neumoziuji Géinng rozlisit jednotlivé druhy. [34]

2.10.2 Nekultiva¢ni metody

Identifikace BMK je mozné¢ provést molekularné-genetickymi metodami, zalozenymi na
principu analyzy DNA. Mezi tyto metody patii nejvice vyuzivana polymerazova fetézova
reakce. [34]

2.11 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda ,,in vitro®, pouzivana pro amplifikaci urcitého
useku DNA. Od zavedeni v roce 1983 americkym biochemikem Kary B. Mullisem, se metoda
stala vyznamnym nastrojem pro detekci cilovych sekvence nukleovych kyselin. [35]

2.11.1 Princip PCR

Princip polymerdzové fetézové reakce zaloZzen na cyklicky se opakujici syntéze fetézcii
urcitého useku DNA pomoci enzymu DNA-polymeraza. Smér syntézy je 5'—3". Vybrany
usek jednotetézcové DNA je z obou koncti ohrani¢en pfipojenim primert. Syntézu nového
fetézce v protisméru zabezpecuje termostabilni DNA-polymeréza, izolovana z termofilnich
mikroorganizmi napt. Thermus aquaticus. [35]

2.11.2 Komponenty PCR smési

PCR reakéni pufr je smés kationtli a aniontll o urcité koncentraci, ktera zajistuje prostiedi s
vhodnym pH a iontovou silou pro optimélni aktivitu DNA polymerazy. Vzhledem k
pozadavkliim rGznych DNA polymeraz jsou reakéni pufry obvykle dodavany s DNA
polymerdzou. Mnohé reakéni pufry, které jsou dodavany spolu s DNA polymerazou
obsahujici chlorid hofe¢naty (MgCl,). Takovy reakéni pufr se nazyva kompletni. [36]

lonty Mg®* jsou nezbytné jako kofaktor pro ¢innost DNA polymerazy. Koncentrace Mg?*
musi byt Casto optimalizovana pro kazdou kombinaci primertt a DNA-templat. [36]

Voda pro doplnéni PCR smési do pozadovaného objemu musi byt bez specifickych iontt,
organickych latek a bakterii. [37]

2’-deoxynukleosid -5’-trifosfaty (ANTP) - (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)-stavebni jednotky
pro syntézu nové DNA. Optimalni koncentrace je 200 M.

DNA-polymeraza musi byt termostabilni, aby ziistala funkéni za vysokych teplot. Nejcastéji
se pouziva Tag DNA 18 polymeraza (katalyticka aktivita 75°C-80°C), vysoce termostabilni
DNA polymeraza z termofilni bakterie Thermus aquaticus. [37]
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Primery jsou uméle syntetizované oligonukleotidy, maji zpravidla velikost 15 az 30
nukleotidi. Hraji klicovou role pii amplifikaci DNA matrice. [35] Dobfe zvolené primery
zarucuji specificnost a citlivost testovaciho systému a musi spliiovat fadu kritérii:

¢ Obsah G+C 40 - 60%

*  Rovnomeérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary

* Teplota tani primert aspon 50 °C, podobna u obou primerii

*  Specificnost primer-na matricové DNA nesmi byt nespecificka vazebna mista
» Absence vnittnich sekundarnich struktur

e Zatazeni 1. a 2. G nebo C v sekvenci na 3‘- koncich primeru pro zajisténi piesné
vazby na matrice. [35]

DNA templat (matrice) je makromolekula DNA, podle které se komplementarné syntetizuji
nové fetézce DNA. [35]

2.11.3 Pribéh PCR
PCR je tiistupniovy proces, ktery zahrnuje:
» Denaturace-ptechod dvouretézové molekuly DNA matrice do jednoietézcové formy

rozruSenim vodikovych mistkli mezi komplementarnimi pary bazi za pilisobeni
vysokych teplot (94°C).

» Hybridizace-pfipojeni primerti k oddé€lenym fetézcim DNA za teploty 50 - 65°C.
Primery svym nasednutim ohranié¢i isek DNA podle pravidla Chargaffa.

» Elongace-syntéza novych fetézci DNA od 3. konce primeru ve sméru 5'-3'
katalyzovana Tag-polymerazou za optimalni teploty 67-74°C

Postupnym cyklickym opakovanim téchto tii krokti se exponencialné syntetizuje az 10° kopii
useku DNA ohrani¢eného primery. Optimalni pocet cykll je zavisly na vychozi koncentraci
DNA matrice a obvykle se pohybuje v rozmezi od 25-35cykli. [37] PCR probiha v pfistroji
oznac¢ovaném jako thermocykler. Syntéza novych vldken je zndzornéna na Obrazku 4.
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Obrazek 4. Namnozeni DNA pomoci PCR [38]
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2.12 Horizontalni gelova elektroforéza DNA

WV w v

Nejbéznéjsi metoda detekce PCR produktu je agardzova gelova elektroforéza, ktera je
pouzivana pro rozd€leni nukleovych kyselin. Rozdéleni makromolekul zavisi na dvou
proménnych: naboj a hmotnost. [39] Sila tfeni materialu, tvoficiho gel, pisobi jako sito a
rozdéluje fragmenty podle velikosti viz Obrazek 5.

Obrazek 5: Gelova elektroforéza DNA [39]
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Pii elektroforéze se molekuly pohybuji skrze pory v gelu a rychlost jejich pohybu zavisi na:
+ sile elektrického pole
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» velikosti a tvaru molekuly
» koncentraci agarozy v gelu [40]

Agar6za je ptirodni linearni polysacharid, ktery tvofi opakujici se jednotka-agarobioza viz
Obrazek 6. 1zoluje se z moiskych tas. [40]

Obrazek 6: Struktura agarozy [41]

Q

CH ]
::/
0 d

Pomoci hiebenu se v gelu vytvaruji jamky, do kterych se pipetuje smés produktu amplifikace

a nanaseciho pufru. Gel se umisti do vany pro horizontalni gelovou elektroforézu a pfipoji se
zdroj napéti. Zaporn¢ nabité molekuly DNA se pohybuji od katody k anodé¢ (kladné nabita
elektroda). Elektroforéza probiha do momentu, az béh dosahne 3/4 délky gelu. [42]

Po skonéeni elektroforézy, se gel umisti do roztoku fluorescen¢niho barviva. Molekuly
barviva se zabuduji do struktury DNA produkti PCR a fluoreskuji pii UV svétle (305 nm).
[42]

2.13 Bioinformatika

Na zacatku 70. let, nizozemsti biochemici Ben Hesper a Pauline Hogeweg zacali pouzivat
termin "bioinformatika" pro oznaceni "studium informatiénych procesii v biologickych
systémech". [43]

Sir$i definice popisuje bioinformatiku jako védu na rozhrani informatiky a biologie. Hlavni
oblasti zajmu bioinformatiky je vyhledavani informaci v databazich, srovnavani sekvenci
nukleovych kyselin a proteinli, vyhledavani genti, funkéni genomika, klasifikace proteini a
proteomika, fylogenetické studie a srovnavaci genomika. [44]

2.13.1 Bioinformatické databaze
Bioinformaticka databaze je sbér dat, ktery je k dispozici ve form& sekvenci a struktury
protein (stavebni kameny organismi) a nukleovych kyselin (informaéniho nosice). Databaze

musi byt organizovana tak, aby jeji obsah byl aktualizovan a vZdy k dispozici pro uZivatele.
[45]

Databdze obecné Ize rozdélit na primarni a sekundarni. Primérni databaze obsahuje informace
0 sekvenci nebo struktufe samotného proteinu ¢i DNA. Piiklady téchto zahrnuji trojici
vzajemné¢ propojenych databdzi, kterd spojuji americkou GenBank, evropskou EMBL
(European Molecular Biology Laboratory), a japonskou DDBJ (DNA Data Bank of Japan) a
proteinové databaze Uniprot a NCBInr. Sekundarni databaze obsahuje informace analyz z
primarnich databazi. [45]
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Orientace v databazich je umoznéna existenci jednotnych identifikac¢nich Cisel, kterd jsou
sdilena vSemi tfemi hlavnimi databazemi. Po zafazeni do databdze ziskava kazdy zaznam
pristupovy kod a nasledné ¢islo GI (GenBank Identifier). [45]

Nukleotidové sekvence mitizeme pomoci pocitaCovych analyz dale zpracovavat pomoci
vhodného softwaru. Software k podobnym analyzam je volné ptistupny na Internetu napf.
Primer-BLAST. [44]

2.13.2 Primer-BLAST

Novy softwarovy nastroj Primer-BLAST byl vyvinut s cilem zmirnit obtize pii navrhovani
cilovych specifickych primerd. Tento software kombinuje program BLAST s celkovym
algoritmem pro zaji$téni harmonizaci systému primer-cilové sekvence. Primer-BLAST je
dostatec¢né citlivy pii detekci znacného poctu nesouladu s primery a také umoziiuje navrhovat
nové cilové specifické primery v jednom kroku, stejné jako kontrolovat specifi¢nost jiz
existujicich primerd. Na Obrazku 7 je uvedena Givodni stranka softwaru Primer-BLAST. [46]

Obrazek 7: Primer-BLAST software [47]

» NCBI' Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Reset page Save search parameters Retrieve recent results  Publication Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @) Clear Range

From To
Forward primer

(-
i}
i3
&

y Reverse primer

Or, upload FASTA file | Bribepure dhaitn | Daitn He BuiBpaH

Primer Parameters
Use my own forward primer

cl

(5"=3" on plus strand) = =
Use my own reverse primer i
(5'=3" on minus strand) e -

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57.0 (0.0 630 3 =)
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3 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo analyzovat probiotické vyrobky (dopliky stravy) z hlediska
pfitomnosti probiotickych bakterii rodu Lactobacillus pomoci metody polymerazové retézové
reakce (PCR). K tomu bylo potiebné provést:
. Izolace DNA ze 4 probiotickych doplnka stravy v kvalité vhodné pro PCR
* Rodova (rod Lactobacillus) a druhova identifikace laktobacili deklarovanych ve
vyrobcich (L. acidophillus, L. casel, L. plantarum, L. rhamnosus)
* Amplifikace a prikaz ptitomnosti gend kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti (bsh,
lai a genu odc)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material

411 Vyrobky
V praktické Casti diplomové praci byly analyzované vzorky DNA izolované z potravinovych

doplnka uvedenych na Obrazkt 8 - 11. Vyrobky byly zakoupeny v obchodni siti.

Obrazek 8: Biopron 9 Premium

Nazev Vyrobce Druhy Piidavné latky
. B. bifidum, B.breve, B. longum, L. acidophillus,
Biopron 9 . . .o .
.. N L.casei, L. platarum, L. rhamnosus, L. lactis Zelatina, oxid
Preminium Valosum, CR

ssp. Lactis, Streptococcus thermophilus

titanicity

Obrazek 9: Lactobacillus acidophilus
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Nazev Vyrobce Druhy Piidavné latky
Lactobacillus | Mediate s.r.o., . . Bramborovy skrob, inulin, stearan
. . . L. acidophillus L
acidophilus Libchany, CR hore¢naty, zelatina
Obrazek 10: Linex Forte
Nazev Vyrobce Druhy Piidavné latky
. L. acidophilus, B. Dextroza, mikrokrystalicka celul6za,
. Pharmaceuticals, . . N
Linex Forte L . animalis subsp. bramborovy $krob, stearan hore¢naty,
Ljubljana, Slovinsko . -
lactis inulin
Obrazek 11:Pangamin Bifi Plus
Nazev Vyrobce Druhy Piidavné latky
Puckovy olej, B1, B2,
. B6,kyselina
. Pivovar .. ] .
Pangamin Saccharomyces cerevisiae, pantothenova, kyselina
o Staropramen, Praha, . L
Bifi Plus CR laktobacily pangamova, niacin,

biotin, cholin, Ca, P, K,
Mg, Fe, Cu, Zn, Mn
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4.1.2 DNA kontrolnich bakterialnich kmenit
DNA kontrolnich kmenu byla izolovana z Cistych kultur fenolovou extrakci. DNA byla

ziskana od doc. RNDr. Aleny Spanové, CSc. (VUT v Brng, Fakulta chemické)

Lactobacillus acidophillus CCM 4833T
Lactobacillus casei CCM 4798
Lactobacillus casei LOCK 919
Lactobacillus rhamnosus CCM 1823T
Lactobacillus rhamnosus LOCK 908
Lactobacillus plantarum CCM 7039

Pristroje a pomiicky
Laboratorni vahy B0430 (Ohaus, USA)

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

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (PZ HTL, Polsko)
Termostat-Mini incubator (Labnet, USA)

NanoPhotometerTM (Implen, Némecko)

Mikrovinna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

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

Obrazek 12: Thermocykler PTC-200 (zpracovano autorkou)

Zdroj elektrického napéti a zarizeni pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply,

model OSP 300 (Owl Scientific, USA)
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Obrazek 13: Zdroj elektrického napéti a zatizeni pro elektroforézu (zpracovano
autorkou)

e Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

Obrazek 14: Transiluminator TVR 3121 (zpracovano autorkou)

e Digitalni fotoaparat Demage Z5 (Konica Minolta, USA)
e Bé&zné laboratorni sklo, umélohmotny material a bézné laboratorni pomucky

4.2 Chemikalie

4.2.1 Chemikalie pro lyzi bakterialnich bunék
e EDTA (Serva, SRN)

e Lysozym (Reanal, Mad’arsko)
e Proteinaza K (Sigma, USA)

e SDS (Sigma, USA)

e Tris-base (Amresco, USA)

4.2.2 Chemikalie pro fenolovou extrakci DNA a sraZzeni DNA etanolem
e Fenol (Lachema, CR)
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e Chloroform (Lachema, CR)

e Isoamylkohol (Lachema, CR)
e Octan sodny (Lachema, CR)
e FEthanol (Lachema, CR)

e Tris-base (Amresco, USA)

e EDTA (Serva, SRN)

4.2.3 Komponenty pro pripravu smési pro PCR
e Voda pro injekce CSL 4 (Top-Bio, CR)

e 10 x koncentrovany Blue pufr (Top-Bio, CR)

e 750 mM Tris-HCI (pH 8,8 pii 25 °C), 200 mM (NH,),SOs, 1% Tween 20, 25 mM
MgC|2

e dNTP smés (10 mM) (Top - Bio, CR)

e 10 mM dATP, 10 MM dCTP, 10 mM dGTP a 10 mM dTTP

e Tag-DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top - Bio, CR)

e Oligonukleotidové primery (10 pmol/ul) (Generi-Biotech, CR).

4.2.4 Chemikalie pro agarézovou gelovou elektroforézu
e Tris base (Amresco, USA)

e Kyselina borita (merci,CR)

e EDTA (Serva, SRN)

e Agarosa (Top - Bio, CR)

e Ethidium bromid (Sigma, CR)

e DNA standard (100 bp Zeb¥i¢ek) (Malamite, CR)

e Nanaseci pufr (Top - Bio, CR)

4.2.5 Primery pro jednotlivé PCR

Sekvence pouzitych druhové specifickych primera jsou uvedené v Tabulce 6, Tabulce 7,
Tabulce 8.
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Tabulka 6:Specifické primery pro jednotlivé PCR

Velikost
PCR
PCR Primer Sekvence (5'-3") produktu
bp
Doména Bacteria F-eub TCCTACGGGAGGCAGCAGT
466
[48] R-eub | GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
LbLMA
Rod Lactobacillus CTCAAAACTAAACAAAGTTTC
lrev
250
[49]
R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA
. . Aci 16SI TCC AAG GAA GCG AAG GAT
Druh L. acidophilus
ACi 750
[50] CTC TTC TCG GTC GCT CTA
16SI1
Druh Prl CAGACTGAAAGTCTGACGG
L. rhamnosus 200-400
Rhall GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
[51]
Druh Planl GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
L. plantarum 300
Planll TTACCTAACGGTAAATGCGA
[51]
Druh Prl CAGACTGAAAGTCTGACGG
L. casei/paracasei 300
Casll GCGATGCGAATTTCTTTTTC

[51]
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Tabulka 7: Nové navrzené primery pro druhovou PCR [52]

i Velikost
. Lo Tm | Délka
Druh Primer Sekvence (5°-3") PCR
C) | bp
produktu bp

L. casei/paracasei TGC ACC GAG ATT CAA

[52] Cas/ParFW CAT GG 60 20 682
CTG AGA GTAACT GTT

L. plantarum [52] PlanFW CAG GTAT 62 22 277
TTG CATCTT GATTTA

L. rhamnosus [52] | RhamFW ATT TTG AAC 60 24 683
L. acidophillus . AAG CAG ATC GCA TGA

[52] AciFW TCA GG 60 20 565
. TTC GCC ACT GGT GTT

Rod Lbc [52] UniverRV CTT CC 62 20 -

Tabulka 8:Specifické primery pro detekci gent kodujicich probiotické vlastnosti

Velikost
PCR Druh Primer Sekvence primeri (5°- 3") produktu
bp
L. plantarum LpBSHF1 ATG TGT ACT GCC ATA ACT TAT
975
Bsh- [53] LpBSHR1 TTAGTT AAC TGC ATAGTATTG
gen LcBSHFW TAA AGG CGA GGA GTT TGT GA
L. casei [52] 283
LcBSHRV TCA GAC TGA CAT AAT TGC GC
L. LaLIF4 AGG CGT GGA CAA GAA ATC TG
acidophillus 1378
) LaLIR4 ATC ACG ACG AGG CAT GAA G
Lai- [54]
gen
L. plantarum LpLIFW GTATGA TAT TGC CCG CTT GA
1050
[52] LpLIRV ATTTCC TTT TCC TTG TCC TTA
Odc- | L. rhamnosus LrODFW CCATGCTGATGAAACCTACT
1274
gen [52] LrODRV CCGTTGGAATGTTGTTGGTC




4.3 Roztoky

4.3.1 Lyze bakterialnich bunék

e Roztok proteinazy K (10 mg/ml)
10 mg proteinazy K bylo rozpusténo v 1 ml sterilni destilované vody. Pfed praci bylo nutné
ziedit roztok do hodnoty koncentrace 100 pg/ml.

e Roztok 20% SDS
Navazka 20 g SDS byla rozpusténa za tepla (zahifeje se asi na teplotu 68°C) v 80 ml
destilované vody. Vysledny roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml. Pfi
ptipravé 20% SDS nutné pouzivat rukavice.

e Lyzaéni pufr A

Na ptipravu byli pouzité zasobni roztoky 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,5 M EDTA (pH 8) v
nasledujicich objemech—10 ml Tris—HCI (0,1 M) a1 ml EDTA (0,5 M).

e Lyzacni roztok B
Do lyza¢niho roztoku B byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3 mg/ml.

4.3.2 Extrakce DNA
e Fenol

Destilovany fenol, pH upraveno na 7,8.
e Chloroform —isoamylalkohol (roztok Cl1Z)
Smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1.

4.3.3 Srazeni DNA etanolem
e 96% etanol pro UV spektrofotometrie

e 3 M octan sodny

V 80 ml destilované vody bylo rozpusténo 40,81 g trihydratu octanu sodného. Hodnota pH
byla upravena na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Roztok byl doplnén destilovanou vodou do
100 ml a sterilizovan v autoklavu (121 °C, 20 minut).
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e TE pufr

Steriln¢ byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml
destilované vody.

4.3.4 Agaroézova gelova elektroforéza

e TBE pufr (5x koncentrovany)
54 g Tris-HCI, 27,5 g H3BO3; 20 ml EDTA (0,5M; pH 8) byly smichany a doplnény
destilovanou vodou na objem mensi nez 1 litr. Pomoci 1 M NaOH pH roztoku upravi se na
hodnotu 8,0. Roztok poté se doplni na 1 litr. Pfed pouzitim byl roztok sterilizovan v autoklavu
(20 min pti 121 °C) a nasledn¢ ziedén destilovanou vodou 10x.

e Agarézovy gel (1,5 %)
Navazka 0,75 g agarozy byla rozpusténa v 50 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru.

e Ethidium bromid (0,5 pg/ml)
Barvici lazen se ptipravi pfidanim 100 pl do zasobniho roztoku

e Nanaseci pufr (koncentrovany 6 x)
Roztok nanaSeciho pufru se smiché s produkty PCR v poméru 1:5.

e DNA standard
DNA standard 100 bp zebfi¢ek obsahuje fragmenty DNA délky 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp.

4.4 Metody

Metody pievzaté ze skript “Analyza vybranych druhti bakterii mlé¢ného kvaSeni pomoci
metod molekularni biologie” doc. RNDr. Aleny Spanové, CSc., doc. Ing. Bohuslava Ritticha,
CSc.

4.4.1 Lyze bakterialnich bunék
1. Zkazdého vyrobku byla sterilné odebrana 1 kapsle.

2. Obsah kapsle byl vysypan do zkumavky Eppendorf.
3. Tableta byla rozdrcena a vysypana do zkumavky Eppendorf.

4. Do zkumavek bylo pfidano 1 ml lyza¢niho roztoku B (nejprve bylo pfidano 100 ul a
promichéno, poté bylo ptidano 900 pl).

5. Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny.

6. Do vzniklé suspenze bylo pridano 25 ul 20 % SDS a 10 pl proteinasy K (100 pg/ml).
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4.4.2

4.4.4

Vzorky byly inkubovény pfti 55 °C do druhého dne.

Fenolova extrakce DNA
K lyzatu bun¢k (500 pl) byl ptidan stejny objem fenolu.

Smés byla kyvavym pohybem opatrné€ promichavéana po dobu 4 min.
Vzorky byly centrifugovany pii 15000 ot/min po dobu 3 min.

Byla odebréna vodni faze s DNA do ¢isté Eppendorf zkumavky, ke které bylo piidano
700 ul smési chloroform-isoamylalkohol (24:1).

Vznikld smés byla opatrné¢ promichdvana kyvavym pohybem po dobu 4 min.
Vzorky byly centrifugovany pii 15000 ot/min po dobu 3 min.
Vodni faze s DNA byla odebrana do ¢isté Eppendorf zkumavky.

Srazeni DNA etanolem
Ke kazdému vzorku DNA bylo piidano 1/10 objemu 3 M octanu sodného a smés byla
promichana.

Byl ptidan 800 pul 96 % etanolu p.a. a obsah byl promichan.
DNA byla ponechana k vysrazeni pti-20°C po dobu 15 min.

Vzorky byly centrifugovany pii 15000 ot/min po dobu 15 min, po centrifugaci byl
supernatant opatrn¢ slit.

Sediment DNA byl vysusen v exikéatoru po dobu asi 15 min.
Ziskana DNA byla rozpusténa v 200 ul TE pufru.

Takto pripravena DNA byla pouzita pro spektrofotometrické méteni, pro kontrolu
intaktnosti na gelu.

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
Pro méteni byl pouzivan spektrofotometr NanoPhotometerTM.

Jako slepy vzorek se pouzil TE pufr.
Mg¢fila se absorbance v rozmezi vinovych déLék 220-320 nm.
Z obrazovky pfistroje byly odecteny hodnoty koncentraci.

Kontrola intaktnosti DNA

DNA izolovana ze vzorku byla pomoci TE pufru zfedéna na cca 10 ng/ul.
DNA kontrolnich kment byla nasledné ztedéna na 10 ng/ul.
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3. 30 ul DNA bylo smichano s 6 pl nanaseciho pufru.

4. Vzorky byly nanesené na 0,8% agarozovy gel.

5. Po skonceni eLéktroforézy byla detekovana DNA na transiluminatoru v UV svétle.

446 Doménové specificka PCR
Pro PCR byly pouzité primery specifické pro doménu Bacteria, které jsou uvedeny v Tabulce

6. Jednotlivé komponenty PCR byly dikladné smichany v objemech, uvedenych v Tabulce 9.
Reakce probihala podle programu DOMBAC v Tabulce 10.

Tabulka 9:SloZeni smési pro PCR pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 19,0
Reak¢ni pufr kompletni 2,5
Smés ANTP (10 mM) 0,5
Primer 1 (10 pmol/ul) 0,5
Primer 2 (10 pmol/ul) 0,5
Taq DNA-polymerasa 1.1 10

(1U/ul)

Matriéna DNA 1,0

Tabulka 10: Program DOMBAC pouzity pro doménovou specifickou PCR

Krok Teplota (°C) Cas (min) Opakovani
1. 95 5
2. 95 0,5
3. 55 0,5 30-krat
4. 72 0,5
5. 72 10
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4.4.7 Rodové specificka PCR
Pro PCR byly pouzité primery specifické pro rod Lactobacillus, které jsou uvedeny v Tabulce

6. Jednotlivé komponenty PCR byly dikladn¢ smichany v objemech, uvedenych v Tabulce 9.
Reakce probihala podle programu LBCROD v Tabulce 11.

Tabulka 11: Program LBCROD pouzity pro rodové specifickou PCR

Krok Teplota (°C) Cas (min) Opakovani
1. 95 5
2. 95 0,5
3. 55 0,5 30-krat
4. 72 0,5
5. 72 0,5

4.4.8 Optimalizace podminek pro rodové specifickou PCR
Pro optimalizaci PCR pro rod Lactobacillus byla pouzita DNA o koncentraci cca 10 ng/ul a

primery specifické pro rod Lactobacillus viz Tabulka 6. Jednotlivé komponenty PCR byly
dukladné smichany v objemech, uvedenych v Tabulce 12. Reakce probihala podle programu
LBCROD v Tabulce 11.

Tabulka 12: Slozeni smési pro PCR na rod Lactobacillus pti optimalizaci podminek

amplifikace
1 experiment | 2 experiment

Komponenta Objem (ul) Objem (ul)
Voda pro PCR 18,0 17,0
Reakéni pufr kompletni 2,5 25

MgCl,(50mM) 1 2

Smés dNTP (10 mM) 0,5 0,5
Primer 1 (10 pmol/ul) 0,5 0,5
Primer 2 (10 pmol/ul) 0,5 0,5
Taq DNA-polymeréaza 1.1 (1U/ul) 1,0 1,0
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Matricna DNA 1,0 1,0

449 Druhové specifické PCR

Pro identifikaci druhii rodu Lactobacillus byly pouzité primery o sekvencich uvedenych
v Tabulce 6. Jednotlivé komponenty PCR byly dikladné smichany v objemech, uvedenych
v Tabulce 13. Reakce probihali podle programu v Tabulce 14:

Tabulka 13: SloZeni smési v [pl] pro druhové specifické PCR

Objem (ul)/ druh
Komponenta PCR L. L L L
acidophillus | plantarum | casei/paracasei rhamnosus

PCR voda 18,5 15,5 15,5 15,5

PCR pufr kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5
dNTP (10 mM) 1 1 1 1
MgCl; (50mM) - 2 2 2
Primer 1 (10 pmol/pl) 0,5 1 1 1
Primer 2 (10 pmol/pl) 0,5 1 1 1
DNA(]i)IoJl/};LrBeraza 1 1 1 1
Matr1crrll§/51|)\lA (10 2 1 1 1

Tabulka 14: Seznam nastavenych programu pro druhové specifické PCR

Krok ACIDO LBPLANT LBCCAS LBCRHA
1 95°C/5 min 95°C/5 min 95°C/5 min 95°C/5 min
2 95°C/0,5 min 95°C/0,5 min 95°C/0,5 min 95°C/0,5 min
3 58°C/0,5 min 55°C/0,5 min 55°C/0,5 min 58°C/0,5 min
4 72°C/1min 72°C/1 min 72°C/1 min 72°C/1min
5 30x krok 2-5 30x krok 2-5 30x krok 2-5 30x krok 2-5
6 72°C/5 min 72°C/5 min 72°C/5 min 72°C/5 min
7 10°C 10°C 10°C 10°C

Program ACIDO pro L. acidophillus
Program LBPLANT pro L. plantarum
Program LBCCAS pro L. casei

Program LBCRHA pro L. rhamnosus
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4.4.10 Bioinformaticka analyza primeri
Byla provedena bioinformaticka analyza pouzitych primerti 0 sekvence viz Tabulka 6. Pro
ovéteni homologie byl pouzit program Primer-BLAST [46] a byly ovéfené:

e Primery navrzené pro druh L. caseli

e Primery navrzené pro druh L. plantarum

e Primery navrzené pro druh L. rhamnosus

e Primery navrzené pro druh L. acidophilus
4.4.11 Druhova identifikace pomoci nove navrZenych primeri
Pro druhové zatazeni bakterii rodu Lactobacillus byly pouzité nové navrzené primery
komplementarni k sekvenci genu pro 16S rRNA. Sekvence pouzitych primert uvedené

v Tabulce 7. Jednotlivé komponenty PCR byly dikladné smichany v objemech, uvedenych
v Tabulcel5. Reakce probihali podle programu v Tabulce 16:

Tabulka 15: Slozeni smési v [ul] pro druhové specifické PCR pomoci nové navrzenych
primert [52]

Objem (ul)/ druh
Komponenta PCR L. L. L. L.
acidophillus | plantarum | casei/paracasei rhamnosus

PCR voda 18 18 18 18

PCR pufr kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5
dNTP (10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5
MgCl; (50mM) - - - -
Primer 1 (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5 0,5
Primer 2 (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5 0,5
DNA(]i)I(}lKLIBeraza 1 1 1 1
Matrlcrrllg/Ell)\lA (10 1 1 1 1

Tabulka 16: Seznam nastavenych programu pro druhové specifické PCR pomoci nové
navrzenych primert [52]

Krok ACIDOI LBPLANTI LBCCASI LBCRHAI
1 94°C/5 min 94°C/5 min 94°C/5 min 94°C/5 min
2 94°C/1 min 94°C/1 min 94°C/1 min 94°C/1 min
3 58°C/1 min 62°C/1 min 55°C/1 min 58°C/1 min
4 72°C/2min 72°C/2min 72°C/2min 72°C/2min
5 28x krok 2 28x krok 2 28x krok 2 28x krok 2
6 72°C/10 min 72°C/10 min 72°C/10 min 72°C/10 min
7 10°C 10°C 10°C 10°C
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Program ACIDOI pro identifikace L. acidophillus

Program LBPLANTI pro identifikace L. plantarum

Program LBCCASI pro identifikace L. casei

Program LBCRHAI pro identifikace L. rhamnosus

4.4.12 Bioinformaticka analyza genu kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti
Vyse uvedené kmeny rodu Lactobacillus byly testovany na piitomnost gent bsh, lai a odc,
které koduji probiotické a dalsi vlastnosti pomoci NCBI.

4.4.13 Vyhledavani genu kodujici probiotické a dalsi vlastnosti
Pro detekci genu kodujici probiotické vlastnosti u vybranych druhti rodu Lactobacillus byly

pouzité primery o sekvence uvedené v Tabulce 8. Jednotlivé komponenty PCR byly dikladné
smichany v objemech, uvedenych v Tabulce 17. Reakce probihaly podle programt v Tabulce

18.

Tabulka 17: Slozeni smési v [ul] pro identifikaci gent kodujicich probiotické a dalsi
vlastnosti za pouzitim navrzenych primeri. [52]

Objem (ul)/ gen
Komponenta PCR bsh lai odc
L. L casei L. L. L.
plantarum ' acidophillus | plantarum | rhamnosus

PCR voda 18 18 18 18 18

PCR pufr kompletni 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

dNTP (10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgCl, (50mM) - - - - -

Primer 1 (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Primer 2 (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

DNA polymeraza
(1U/ul) 1 1 1 1 1
Matri¢na DNA (10 1 1 1 1 1
ng/pl)

Tabulka 18: Programy pro identifikaci genti kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti pomoci

nove navrzenych primert [52]

Krok PLANTI CAS PLANTII ACIDOI RHAMI
1 94°C/5 min 94°C/5 min 94°C/5 min 94°C/5 min 94°C/5 min
2 94°C/1 min 94°C/1 min 94°C/1 min 94°C/1 min 94°C/1 min
3 54°C/1 min 58°C/1 min 56°C/1 min 60°C/1 min 58°C/1 min
4 72°C/2min 72°C/2min 72°C/2min 72°C/2min 72°C/2min
5 28x krok 2 28x krok 2 28x krok 2 28x krok 2 28x krok 2
6 72°C/10 min 72°C/10 min 72°C/10 min | 72°C/10 min | 72°C/10 min
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7 | 10°C \ 10°C \ 10°C | 10°C | 10°C

Program PLANTI pro identifikace genu bsh pro druh L. plantarum

Program CAS pro identifikace genu bsh pro druh L. casei

Program PLANTII pro identifikace genu lai pro druh L. plantarum

Program ACIDOI pro identifikace genu lai pro druh L. acidophillus
Program RHAMI pro identifikace genu odc pro druh L. rhamnosus

4.4.14 Detekce produktii PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy

1. Pro detekce doménové specifickych PCR produktt byl ptipraven 1,5 % agarozovy gel.

2. Pro detekci rodové a druhové specifickych PCR produkti vzniklych po amplifikaci
PCR smési byl piipraven 1,2 % agarozovy gel.

3. 'V Eppendorf zkumavkach bylo smichano 25 ul PCR produktu a 5 pl nanaseciho
pufru.

4. Piipravené smési, kontrolni vzorky a 5 pul 100 bp DNA standard o velikosti 100 bp

byly naneseny do komurek gelu.

5. Gely byly nasledné vlozeny do elektroforetické vany a zality 0,5 x koncentrovanym

TBE pufrem (3 cm od horniho okraje vani).
6. Elektroforéza byla spuSténa pod napétim 80 V.

7. Jakmile nanaseci pufr doputoval do 2/3 délky gelu, elektroforéza byla ukonéena ( asi
2,5 hodiny).

8. Po skonceni elektroforézy byly vlozeny gely do lazné¢ s ethidium bromidem
(0,5ng/ml).

9. Po pilhoding¢ byly barvené gely oplachnuté vodou a byly pozorovane na

transiluminatoru v UV svétle a dokumentovany.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava hrubych lyzati bunék z vyrobki
Z 1 kapsle vyrobku viz Obrazky 8-11 byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék podle postupu
v podkapitole 4.4.1.

5.2 1zolace DNA fenolovou extrakce

Z lyzath byla izolovana DNA metodou fenolové extrakce a srazena etanolem Viz podkapitola
4.4.2-4.4.3. Pomoci agarézové gelové elektroforézy na 0,8 % gelu byla ovéfena izolovana
DNA a jeji relativni intaktnost. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 15.

Obrazek 15: Agarozova gelova elektroforéza vysokomolekularni chromosomalni DNA
izolované z potravinovych dopliki

Chromosomalni DNA

Extrachromosomalni DNA

Beh & DNA vyrobku Detekce DNA | T\ anesen¢ mnozstvi
na gel (ul)
1 Pangamin Bifi Plus + 30
2 Biopron 9 Premium + 30
3 Linex Forte + 30
4 Lactobacillus acidophilus + 30

+DNA byla detegovana;- DNA nebyla detegovana
e Ve vSech vzorcich byla detegovana DNA.
e Vedle chromosoméalni DNA byla detegovana extrachromosomalni DNA.

5.3DNA pro PCR

5.3.1 Spektrometrické stanoveni koncentrace DNA
Na piistroje Nanodrop 2000 byla zméfena absorbance vzorkované DNA v rozmezi vinovych

délek 220 - 320 nm a stanovena koncentrace DNA vzorku, ktera uvedena v Tabulce 19.
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Tabulka 19: Hodnoty koncentrace DNA stanovené spektrofotometricky

DNA
Vyrobky ¢ [ng/nl] | A 260/280
Lactobacillus acidophilus | 248,0 1,91
Biopron 9 Premium 818,3 1,70
Pangamin Bifi plus 1051,2 1,77
Linex Forte 1223,3 1,99

e DNA byla izolovana v mnozstvi 248 ng az 1223ng/ul, coz je dostacujici pro nasleduji
PCR. Hodnoty A260/A280 byly od 1,72 do 1,99.

5.3.2 Redéni DNA pro PCR
Pro PCR byla DNA fedéna na koncentraci asi 10 ng/ul. Koncentrace DNA po fedéni je
uvedena v Tabulce 20.

Tabulka 20: Hodnoty koncentrace DNA ziedéné pro PCR

DNA vyrobku ¢ [ng/ul] A 260/280
Linex Forte 8,9 1,98
Lactobacillus acidophillus 9,6 1,89
Pangamin Bifi plus 12,1 1,8
Biopron 9 Premium 10,3 1,70

e Pro PCR byla DNA natedéna na koncentrace 8,9 az 12,1 ng/ul.

5.4Doménové specificka PCR

S cilem ovéfit amplifikovatelnost izolovanych DNA byla provedena PCR specifickd pro
doménu Bacteria. Amplifikace probihala pomoci primerta F-eub, R-eub viz Tabulka 6 a dle
programu uvedené¢ho v Tabulce 14. Jako pozitivni kontrola se pouzil DNA kmene L.
acidophillus CCM 4833T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agar6zové gelové elektroforézy
produkti PCR na 1,8 % gelu jsou uvedeny na Obrazku 16.
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Obrazek 16: Agardzova gelova elektroforéza produkti PCR o velikosti 466 bp specifickych
pro doménu Bacteria

1500bp

1000bp
500bp
100bp

‘1 x , Detekce produkti

Béh ¢. DNA vyrobku PCR

1 NK -
2 Pangamin Bifi Plus +
3 Biopron 9 Premium +
4 Linex Forte +
5 Lactobacillus acidophilus +
6 Standard 100 bp
7 PK +

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+ produkt PCR byl detekovan,- produkt PCR nebyl detekovan
e Piitomnost produktu PCR specifického pro doménu Bacteria o velikosti 466 bp byla
detekovana po amplifikaci DNA ze vSech testovanych vyrobkd.

e Ve vSech vzorcich byla prokazana ptitomnost bakteridlni DNA.

5.5Rodové specificka PCR

S cilem prokazat ptitomnost bakterii rodu Lactobacillus byla provedena rodové specificka
PCR. Pro PCR na rod Lactobacillus byly pouzity primery R16-1 a LbLMAZ1-rev viz Tabulka
6. Amplifikace probihala podle programu uvedeného v Tabulce 11. Jako pozitivni kontrola se
pouzila DNA kmene L. acidophillus CCM 4833T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky
agarozové gelové elektroforézy produkti PCR na 1,5 % gelu jsou uvedeny na Obrazku 17.
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Obrazek 17: Agar6zova gelova elektroforéza produktt PCR o velikosti asi 250 bp
specifickych pro rod Lactobacillus

1500bp

1000bp

500bp—>
___’250bp
100bp___
1 x , Detekce produkti
Béh ¢. DNA vyrobku PCR
1 NK -
2 PK +
3 Biopron 9 Premium +
4 Linex Forte +
5 Lactobacillus acidophilus +
6 Pangamin Bifi Plus -
7 Standard 100 bp

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

e Po amplifikaci DNA z 3 vyrobki: Biopron 9 Premium, Linex Forte, Lactobacillus
acidophillus byl detekovan produkt PCR o velikosti asi 250 bp specificky pro rod
Lactobacillus. Byla potvrzena pritomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus.

e Po amplifikaci DNA izolované z vyrobku Pangamin Bifi Plus nebyl detekovan
produkt PCR.

5.5.1 Optimalizace podminek pro rodové specifickou PCR

S cilem ovéfit pritomnost bakterii rodu Lactobacillus ve vyrobku Pangamin Bifi Plus byly
optimalizované podminky PCR tim, Ze ke smé&sim pro PCR byl pfidan 50 mM roztok MgCl,
vmnozstvi 1 ul a 2 pl a byl testovan vétsi pocet cykli PCR (35 cyklu). Jako pozitivni
kontrola se pouzila DNA kmene L. acidophillus CCM 4833T o koncentraci 10 ng/ul.
Vysledky agarozové gelové elektroforézy produkti PCR na 1,5 % gelu jsou uvedeny na
Obrazku 18.
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Obrazek 18: Gelova elektroforéza PCR produktii o velikosti asi 250 bp specifickych pro rod
Lactobacillus

1500bp
1000bp
500bp
250bp
100bp
Pridavek
Béh ¢ DNA vyrobku MgCl, Detekce produkti PCR
[pl]
1 NK - -
2 PK - +
3 Biopron 9 Premium 1 +
4 Linex Forte 1 +
5 Lactobacillus acidophilus 1 +
6 Pangamin Bifi Plus 1 -
7 Standard 100 bp
8 Biopron 9 Premium 2 +
9 Linex Forte 2 +
10 Lactobacillus acidophilus 2 +
11 Pangamin Bifi Plus 2 -

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+ produkt PCR byl detegovan, - produkt PCR nebyl detegovan

e Ptidani MgCl; neovliviovalo intenzitu produkti PCR.

e Nebyl detekovan produkt PCR po amplifikaci DNA izolované z vyrobku Pangamin Bifi
Plus.

5.6 Druhové specificka PCR

DNA izolovana z 3 vyrobkt byla amplifikovatelna s primery specifickymi pro druhy uvedené
vyrobcem. Pouzité primery byly pievzaté z literatury. Jako kontrola byly pouzité DNA
izolované ze sbirkovych kmenti. Pomoci agarézové gelové elektroforézy na 0,8 % gelu byla
nejprve ovétena intaktnost DNA sbirkovych kment vybranych jako pozitivni kontroly dle
kapitoly 4.1.2. Vysledky jsou uvedeny na Obrazku 19.
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Obrazek 19: Agar6zova gelova elektroforéza DNA kment vybranych za pozitivni kontrolu

—

Chromosomalni DNA

P(

DNA testovaného kmene Detekce DNA

L. plantarum RL26 +

L. plantarum CCM7039T

L. casei/paracasei CCM7089

L. casei LOCK919

L. acidophillus CCM4833T

OO IWIN| P

L. rhamnosus CCM1825T

++[+|+]|+

+DNA byla detegovana, - DNA nebyla detegovana

e DNA kontrolnich kmenu byla relativné intaktni, vhodna pro PCR.

5.6.1 Druhové specificka PCR pro druh L. casei
S cilem prokazat ptitomnost bakterii druhu L. casei byla provedena specificka PCR za pouziti

primera Prl a Casll viz Tabulka 6. Amplifikace probihala podle programu uvedeného
v Tabulce 17. Jako pozitivni kontrola se pouzil DNA kmene L. casei CCM7089 o koncentraci
10 ng/ul. Vysledky agardzové gelové elektroforézy produkti PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny

na Obrazku 20.

Obrazek 20: Gelova elektroforéza PCR produktii o velikosti asi 250 a 450 bp specifickych pro

1500bp

1000bp

500bp 450 bp
250bp

100 bp

druh L. casei
Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1 NK -
2 PK +
3 Biopron 9 Premium +
4 Linex Forte -
5 Lactobacillus i
acidophilus
6 Standard100 bp
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PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detekovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Ve vyrobku Biopron 9 Premium byla prokazana DNA druhu L. casei.

5.6.2 Druhové specificka PCR pro druh L. rhamnosus
Pro prokazani ptitomnosti bakterii druhu L. rhamnosus byla provedena specificka PCR za

pouziti primeru Prl a Rhall viz Tabulka 6. Amplifikace probihala podle programu uvedeného
v Tabulce 14. Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L. rhamnosus CCM1825T o
koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agar6zové gelové elektroforézy produkttit PCR na 1,2% gelu
jsou uvedeny na Obrazku 21.

Obrazek 21: Gelova elektroforéza PCR produkti velikosti asi 200 a 400 bp specifickych pro
druh L. rhamnosus

Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1 Standard 100 bp
2 NK -
3 PK +
4 Biopron 9 Premium +
— 400 bp 5 Linex F(_)rte -
0 5 Laqtobac_lllus i
200bp acidophilus

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detekovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Ve vyrobku Biopron 9 Premium byla prokazana DNA druhu L. rhamnosus.

5.6.3 Druhové specificka PCR pro druh L. plantarum
S cilem prokazat pfitomnost bakterii druh L. plantarum byla provedena specificka PCR za

pouziti primert Planl a Planll viz Tabulka 6. Amplifikace probihala podle programu
uvedeného v Tabulce 14. Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L. plantarum
CCMT7039T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agardézové gelové elektroforézy produkti PCR
na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 22.
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Obrazek 22: Gelova elektroforéza PCR produktt o velikosti 300 bp specifickych pro druh L.

plantarum
Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1500bp 1 NK ;
1000bp 2 PK +
3 Biopron 9 Premium +
500bp 4 Linex Forte -
Lactobacillus

3Whe S acidophilus )

100 bp 6 Standard 100 bp

PK - pozitivni kontrola

NK - negativni kontrola

+PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detekovan

e Produkt PCR byl detekovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.

e Ve vyrobku Biopron 9 Premium byla prokazana DNA druhu L. plantarum.

5.6.4 Druhové specificka PCR pro druh L. acidophillus
S cilem prokazat pritomnost bakterii druhu L. acidophillus byla provedena specificka PCR za

pouziti primerti Acil6SI a Acil6ll viz Tabulka 6. Amplifikace probihala podle programu
uvedeného v Tabulce 14. Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L. acidophillus
CCM4833T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agardézové gelové elektroforézy produkti PCR

na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 23.

Obrazek 23: Gelova elektroforéza PCR produktt o velikosti asi 230 bp nespecifickych pro

druh L. acidophillus

1500 bp —™|
1000 bp

500 bp
230bp

100bp

Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR

1 Standard 100 bp

2 NK -

3 PK +/-

4 Biopron 9 Premium -

5 Linex Forte +/-

6 Lactobacillus i

acidophilus
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PK - pozitivni kontrola

NK - negativni kontrola
+ PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

+/- detegce produktu PCR ve velmi slabé intenzité

e Misto predpokladanych produkti PCR o velikosti 750 bp po amplifikaci DNA
pozitivni kontroly a DNA izolované z Linex Forte byly detegovany nespecifické
produkty PCR o velikosti asi 230 bp ve velmi slabé intenzité.

e Nebyly prokdzany po amplifikaci DNA z vyrobkt Biopron i Premium a Lactobacillus
acidophilus.

5.6.5 Bioinformaticka analyza pouZitych primeru

Vzhledem ktomu, Ze nedoslo k amplifikaci DNA pomoci primerd Acil6SI a Acil6ll,
specifickych pro druh L. acidophillus, byla provedena bioinformaticka analyza pouzitych
primeru. Sekvence byly zadané do serveru NCBI viz Tabulka 6. Pro ovéfeni homologie byl
pouzit program Primer-BLAST a byly ovétené:

* Primery navrzené pro druh L. casei

Byla prokazana komplementarnost primert Prl a Casll k genetickym sekvencim kment druhti
L. casei, L. paracasei, k nékterym kmenum druhd L. rhamnosus, L. curvatus, L. reuteri, L.
pentosus a L. gasseri.

* Primery navrzené pro druh L. rhamnosus

Byla prokazana komplementarnost primert Prl a Rhall k genetickym sekvencim kmenti
druhti L. rhamnosus, k nékterym kmentim druhd L. casei, L. paracasei a nekultivovatelnych
laktobacila.

* Primery navrzené pro druh L. plantarum

Byla prokazana komplementarnost primerd Planl a Planll k genetickym sekvencim kment
druhti L. plantarum, L. paraplantarum, k nékterym kmentim druht L. brevis a L. japonicus.

e Primery navrzené pro druh L. acidophillus

Byla prokazana komplementarnost primer Aci 16SI a Aci 16SIl k genetickym sekvencim
kment druht L. acidophillus, k nékterym kmentim druht L. amylovorus, L. crispatus a L.
delbrueckii.

e Primery nejsou zcela specifické a nemusi byt vhodné pro druhovou identifikaci.
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5.7 Druhové specifické PCR s nové navrZzenymi primery

5.7.1 Druhové specificka PCR pro druh L. casei
S cilem prokazat ptitomnost bakterii druhu L. casei byla provedena specificka PCR za pouziti

nové navrzenych primera Cas/ParFW a UniverRV viz Tabulka 7. Amplifikace probihala
podle programu uvedeného v Tabulce 16. Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kment L.
casei CCM7089 (PK 1) a L. casei LOCK919 (PK 2) o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky
agardzové gelové elektroforézy produktti PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 24.

Obrazek 24: Gelova elektroforéza PCR produktt o velikosti 680 bp specifickych pro druh L.
casei

Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produktii
PCR

Standard 100 bp

NK -

1500bp
PK1

+ |+ [+

500bp 680 bp Biopron 9 Premium

Linex Forte -

~N (o WIN|F

Lactobacillus
acidophilus

100 bp

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Ve vyrobku Biopron 9 Premium byla prokazana DNA druhu L. casei.

5.7.2 Druhové specificka PCR pro druh L. rhamnosus

S cilem prokazat ptitomnost bakterii druhu L. rhamnosus byla provedena specificka PCR za
pouziti noveé navrzenych primerd RhamFW a UniverRV viz Tabulka 7. Amplifikace probihala
podle programu uvedeného v Tabulce 16. Jako pozitivni kontrola se pouzily DNA kmene L.
rhamnosus LOCK908 (PK 1) a L. rhamnosus CCM1825T (PK 2) o koncentraci 10 ng/ul.
Vysledky agarozové gelové elektroforézy produkti PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na
Obrazku 25.
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Obrazek 25: Gelova elektroforéza PCR produktt o velikosti 680 bp specifickych pro druh L.
rhamnosus

Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR

NK -

1500bp _ PK 1

1000bp PK 2

+ |+ |+

Biopron 9 Premium

500 bp 680bp

oY Linex Forte -

Lactobacillus
acidophilus

N o (OB WIN |-

100 bp

Standard100 bp

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Ve vyrobku Biopron 9 Premium byla prokazana DNA druhu L. Rhamnosus.

5.7.3 Druhové specificka PCR pro druh L. plantarum
S cilem prokazat ptitomnost bakterii druhu L. plantarum byla provedena specificka PCR za
pouziti nové navrzenych primert PlanFW a UniverRV viz Tabulka 7. Amplifikace probihala
podle programu uvedeného v Tabulce 16. Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L.
plantarum CCM7039T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agar6zové gelové elektroforézy
produktti PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 26.

Obrazek 26: Gelova elektroforéza PCR produkti 0 velikosti 280 bp specifickych pro druh L.

plantarum
Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1500bp 1 Standard 100 bp
1000bp 2 NK -
500 bp 3 - PK . *
4 Biopron 9 Premium +
280bp 5 Linex qute -
100 bp 5 Lactobacillus i
acidophillus

51



PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+ PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Ve vyrobku Biopron 9 Premium byla prokazana DNA druhu L. plantarum

5.7.4 Druhové specificka PCR pro druh L. acidophillus

S cilem prokazat piitomnost bakterii druhu L. acidophillus byla provedena specificka PCR za
pouziti noveé navrzenych primera AciFW a UniverRV viz Tabulka 7. Amplifikace probihala
podle programu uvedeného v Tabulce 16. Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L.
acidophillus CCM4833T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agarézové gelové elektroforézy
produkti PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 27.

Obrazek 27: Gelova elektroforéza PCR produktu o velikosti 565 bp specifickych pro druh L.

acidophillus
Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1 NK -
1500bp 2 _ PR -
3 Biopron 9 Premium +
1000bp 565 bp 4 Linex Forte +
5 Lactobacillus
5005p acidophilus *
100bp 6 Standard 100 bp

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikace DNA z 3 vyrobkd: Biopron 9 Premium,
Linex Forte a Lactobacillus acidophillus.

e V 3 vyrobcich byla prokazana DNA druhu L. acidophillus.
5.8 Vyuziti PCR pro vyhledavani gentii kédujicich probiotické a dalsi vlastnosti
5.8.1 Bioinformaticka analyza genu kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti

e Gen pro Bsh-protein
Zdroj NCBI prokazal gen pro Bsh-protein u bakterialnich druhi: L. casei, L. plantarum, L.
paraplantarum, L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri, L. salivarius, L. acidophilus, L.
brevis a dalsich bakterii. Pfitomnost genu bsh se ovéfovala pomoci primerd LpBSHF1 a
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LpBSHRI1, které¢ jsou komplementarni genu bsh L. plantarum. Sekvence primert je uvedena
v Tabulce 8. Dalsi par navrzenych primerti 0 sekvenci uvedené v Tabulce 8 jsou primery
LcBSHFW a LcBSHRYV komplementarni genu bsh druhu L. casei.

e Gen pro Lai-protein
Gen pro Lai byl nalezen pomoci serveru NCBI u bakterialnich druht: L. plantarum, L.
rhamnosus, L. acidophillus, L. curvatus a L. sakei. Pfitomnost genu lai se ovétovala pomoci
primera LaLIF4 a LaLIR4, které jsou komplementarni jen pro druh L. acidophillus. Dalsi par
navrzenych primer 0 sekvenci uvedené v Tabulce 12 jsou LpLIFW a LpLIRV, které jsou
komplementarni genu lai druhu L. plantarum.

e Gen pro Odc-protein

Gen pro Odc byl nalezen pomoci serveru NCBI u bakterialnich druhti L. rhamnosus, L. casei,
L. paracasei, L. gasseri, L. acidophillus, L. salivarius, a dalsich bakterii. P¥itomnost genu odc
se ovérovala pomoci primeri LrODFW a LrODRYV, které jsou komplementarni jen pro druh
L. rhamnosus.

5.8.2 Vyhledavani genu kédujicich Bsh-protein
Byly pouzité primery navrhnuté pro amplifikaci bsh genu L. plantarum a bsh genu L. casei.
Pro amplifikaci byla pouzita DNA izolovana z vyrobkd.

Druh L. plantarum

Pro detekci bsh genu byla provedena specificka PCR pomoci primerd LpBSHF1 a LpBSHR1
viz Tabulka 8. Amplifikace probihala podle programu uvedené¢ho v Tabulce 18. Jako
pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L. plantarum RL26 (PK 1) a L. plantarum
CCM7039T (PK 2) o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agarézové gelové elektroforézy
produktit PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 28.

Obrazek 28: Gelova elektroforéza PCR produktt o velikosti 970 bp specifickych pro bsh gen
L. plantarum

Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR

NK -

1500bp PK )

PK (2)

1000bp

+|+| +

Biopron

" 2i0be Linex Forte -

500bp Lactobacillus

acidophilus

N OO (O BRWIN (-

100bp Standard100 bp
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PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Vyrobek Biopron 9 Premium obsahuje bsh gen L. plantarum

Druh L. casei

Pro detekci genu bsh byla provedena specifickd PCR pomoci primert LCBSHFW a
LcBSHRYV viz Tabulka 8. Amplifikace probihala podle programu uvedeného v Tabulce 18.
Jako pozitivni kontrola se pouzila DNA kmene L casei CCM7089 o koncentraci 10 ng/ul.
Vysledky agar6zové gelové elektroforézy produktit PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na
Obréazku 29.

Obrazek 29: Gelova elektroforéza PCR produktii 0 velikosti 280 bp specifickych pro gen bsh

L. casei
Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1 Standard 100 bp
1500bp 2 NK _
1000bp 3 PK "
4 Biopron 9 Premium +
S00bp 5 Linex Forte -
28000 6 Lactobacillus ]
100bp acidophilus

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+ PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
e Vyrobek Biopron 9 Premium obsahuje bsh gen L. casei.

5.8.3 Vyhledavani genu kédujicich Lai-protein
Byly pouzity primery navrzené pro amplifikaci lai genu L. acidophillus a lai genu L.
plantarum. Pro amplifikaci byla pouzita DNA izolovana z vyrobku.

Druh L. acidophillus

Pro detekci genu kodujiciho Lai se pouzily primery LaLIF4a LaLIR4 o sekvenci viz Tabulka
8. Amplifikace probihala podle program uvedenych v Tabulce 18. Jako pozitivni kontrola se
pouzila DNA kmene L. acidophillus CCM4833T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agarozové
gelové elektroforézy produktti PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 30.
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Obrazek 30: Gelova elektroforéza PCR produktti o velikosti 1350 bp specifickych pro druh L.

acidophilus
Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produkti
PCR
1500 bp 1 NK -
1000bp 1350b 2 PK *
P p . .
o K& 3 Bloprpn 9 Premium
4 Linex Forte +
500bp —» 5 Lac_tobac_lllus N
acidophilus
6 Standard 100 bp
100bp >

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+ PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobkid Linex Forte a
Lactobacillus acidophillus. Tyto vyrobky obsahuji lai gen L. acidophillus.

e Produkt PCR nebyl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.
Druh L. plantarum

Pro detekci lai genu se pouzily primery LpLIFW a LpLIRV o sekvenci viz Tabulka 8.
Amplifikace probihala podle programu uvedenému v Tabulce 18. Jako pozitivni kontrola se
pouzila DNA kment L. plantarum RL26 (PK 1) a L. plantarum CCM7039T (PK 2) o
koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agar6zové gelové elektroforézy produkti PCR na 1,2% gelu
jsou uvedeny na Obrazku 31.

Obrazek 31: Gelova elektroforéza PCR produktii 0 velikosti asi 1050 bp specifickych pro
druh L. plantarum

Detekce
Béh ¢. DNA kmene produkti
PCR

NK -

1500bp —» PK1

+
PK 2 +
1050 bp "

1000bp —» - -
. Biopron 9 Premium

500 bp
—>

Linex Forte -

Lactobacillus
acidophilus

100bp —>

N O (OB WI DN

Standard 100 bp
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PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.

e Vyrobek Biopron 9 Premium obsahuje lai gen L. plantarum.

5.8.4 Vyhledavani genu kédujiciho Odc-protein

Pro detekci genu odc se pouzili primery LrODFW a LrODRV o sekvenci viz Tabulka 8.
Amplifikace probihala podle programu uvedenému v Tabulce 18. Jako pozitivni kontrola se
pouzila DNA kmene L. rhamnosus CCM1825T o koncentraci 10 ng/ul. Vysledky agar6zové
gelové elektroforézy produktit PCR na 1,2% gelu jsou uvedeny na Obrazku 32.

Obrazek 32: Gelova elektroforéza PCR produktii 0 velikosti 1270 bp specifickych pro druh L.
rhamnosus

Detekce
Béh ¢. DNA vyrobku produktii
PCR

1500bp L N -

—» 2 PK +
1000bp 127005 3 Biopron 9 Premium +
500 bp 4 Linex Forte -

— 5 Lactobacillus )

acidophilus

100bp _,, 6 Standard 100 bp

PK - pozitivni kontrola
NK - negativni kontrola
+PCR produkt byl detekovan, - PCR produkt nebyl detegovan

e Produkt PCR byl detekovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium.

e Vyrobek Biopron 9 Premium obsahuje odc gen L. rhamnosus.
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5.9 Souhrn vysledkii amplifikaci

Souhrn vysledka amplifikaci DNA izolované ze 4 vyrobku je uveden v Tabulce 19.

Tabulka 19: Souhrn vysledku provedenych PCR

. Gen odc
Gen bsh Gen lai
© Druh i _ Primery
S 3 Druh Primery Primery viz
§ 4 Primery viz Tabulka 7** viz viz Tabulka
A Primery viz Tabulka 6* Tabulka 8 Tabulka 8 8
n 2] n
3 3 £ = = € 3 £ 3 £ 4
=< < = = = 2 3 = = 2 ] 2 S = = 3
2 s 2 s 3 < c S 7] IS c IS & = I c
S & 8 8 < = S o < € S = ] o = €
2. 3 S 2 4 8 = 2 < 8 k=) s S 8=} 8 <
> o g % - o = % - o = o - % [=% 'E
S 3 — i K — 1 — 3 — i
]
2 + + +/- - - - + - - - - + - -
x
(5]
£
-
2 g
s 3 + + - + + + + + + + + - + +
s £
o g
m o
5 3
g = + + - - - - + - - - - + - -
Q2 Q
o O
S 2
S 8
=
m
S a
c
©
o

+ PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

+/- detegce produktu PCR ve velmi slabé intenzité

*-primery prevzaté z odborné literatury

**- nove navrzené nepublikované primery

e Vyrobky obsahuji druhy rodu Lactobacillus deklarované vyrobci.

e Vyrobky se lisi pfitomnosti genu lai L. acidophillus.

e Vyrobky pravdépodobné obsahuji 2 rizné kmene L. acidophillus.
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6 DISKUZE
6.1 1zolace DNA fenolovou extrakci

DNA ze 4 riznych potravinovych doplnkd riznych vyrobct byla izolovana a purifikovana
metodou fenolové extrakce. Tato metoda se bézné pouziva pro extrakci DNA [55] a byla
pouzita i pro extrakci DNA z riznych vyrobkt analyzovanych v této praci. Po extrakci byla
zméfena koncentrace DNA v rozmezi vinovych délek 230 - 320 nm a stanovena koncentrace
DNA. Byla vrozsahu 248 - 1223 ng/ul. Takovy velky rozdil v koncentraci se miuze
vysvétlovat piitomnosti rizného poctu bunék. DalSim divodem muze byt razné slozeni
bakterialni stény u bakteridlnich kmend a tim i1 rizna citlivost klyzi (za danych
experimentalnich podminek). Z poméru A260 nm/A280 nm byla stanovena Cistota DNA.
Tento rozsah hodnot absorbance je od 1,70 do 1,99, coz ukazuje na relativné malé znecisténi
DNA bilkovinami. [37] DNA byla izolovana v ¢istot¢ a koncentraci vhodné pro provedeni
PCR.

Po stanoveni koncentrace byla DNA zfedéna na 10 ng/pl a pouzita k nésledné PCR.

6.2 Doménové specificka PCR

Izolovana DNA byla pouzita jako templat pro doménové specifickou PCR. DNA byla
amplifikovana pomoci primert F-eub a R-eub specifickych pro doménu Bacteria [48]. Po
skon¢eni PCR byl podle oéekavani pomoci agarézové gelové elektroforézy detegovan
specificky produkt PCR o velikosti 466 bp. Tim byla prokazana pfitomnost bakterialni DNA
ve vSech vyrobcich. Zaroven byla potvrzena amplifikovatelnost izolované DNA a zafazeni
ptitomnych mikroorganismt do domény Bacteria.

6.3 Rodové specificka PCR

Pro zatazeni pfitomnych mikroorganizmi do rodu Lactobacillus byla provedena PCR s
primery R16-1 a LbLMAL-rev [49]. Po provedeni PCR byly prokazany amplikony specifické
pro rod Lactobacillus o velikosti asi 250 bp v tfech testovanych vyrobcich: Biopron 9
Premium, Lactobacillus acidophilus, Linex Forte. V analyzovaném vzorku DNA z vyrobku
Pangamin Bifi Plus produkt PCR nebyl detegovan. Muze to byt zptisobeno nadbytkem bunék
S. cerevisiae a niz§im obsahem bakterii rodu Lactobacillus, které poté nebyly prokazany
z diivodu nizsi citlivosti pouzité metody PCR.

Amplifikace DNA izolovanou z vyrobku Pangamin Bifi Plus bylo tieba optimalizovat.

6.3.1 Optimalizace podminek pro rodové specifickou PCR

S cilem prokazat piitomnost bakterii rodu Lactobacillus byly testovany podminky PCR
ptidanim 1 pl a 2 pl roztoku MgCl;, a byl zvysen pocet cykla PCR na 35. Po provedeni PCR
byly prokazany specifické produkty PCR o velikosti asi 250 bp pro rod Lactobacillus v tiech
testovanych vyrobcich: Biopron 9 Premium, Lactobacillus acidophilus, Linex Forte.
Pritomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus se ve vyrobku Pangamin Bifi Plus prokazat
nepodafilo ani po pfidani poctu cykli. Ziejmé je pfiliS nizka koncentrace laktobacild ve
vzorku analyzované DNA. Proto nésledujici druhové specifické identifikace se provadély
s 3vyrobky: Biopron 9 Premium, Lactobacillus acidophilus, Linex Forte.
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6.4 Druhové specifické PCR

6.4.1 Druhové specifické PCR s primery prevzatymi z odborné literatury.
Kazda druhové specificka PCR byla provadéna ve dvou odlisnych reakcich s 2 riznymi
sadami primera.

Byly pouzity druhové specifické primery pievzaté z odborné literatury. [50],[51]
PCR specificka pro druh L. casei

Pro prokazani ptitomnosti laktobacila druhu L. casei byly pouzité specifické primery Prl a
Casll [51]. Po provedeni PCR byl prokazan amplikon specificky pro druh L. casei silné
intenzity o velikosti 290 bp v jednom testovaném vyrobku: Biopron 9 Premium. Pomoci
druhov¢ specifické PCR byla prokazana pritomnost DNA bakterii druhu L. casei, jak bylo
uvedené vyrobcem, ve vyrobku Biopron 9 Premium. Byla prokazana neptitomnost L. casei ve
vyrobcich Lactobacillus acidophilus a Linex Forte v souladu s udaji deklarovanymi na obalu.

PCR specificka pro druh L. rhamnosus

Za ucelem prokazat piitomnost laktobacild druhu L. rhamnosus byly pouzité specifické
primery Prl a Rhall [51]. Po provedeni PCR byl prokazan specificky produkt PCR o velikosti
260 bp v jednom testovaném vyrobku: Biopron 9 Premium. Ve vyrobcich Lactobacillus
acidophillus a Linex Forte produkt PCR nebyl detegovan. Pomoci druhové specifické PCR
byla prokéazana pfitomnost DNA bakterii druhu L.rhamnosus, jak bylo uvedené vyrobcem, ve
vyrobku Biopron 9 Premium. Nebyla prokdzana ptitomnost L. rhamnosus ve vyrobcich
Lactobacillus acidophilus a Linex Forte, jak bylo deklarovano na obalu.

PCR specificka pro druh L. plantarum

Pro prikaz bakterii druhu L. plantarum byly pouzité specifické primery Planl a Planll [51].
Po provedeni PCR byl prokazan specificky produkt PCR ve velmi slabé intenzité o velikosti
300 bp v jednom testovaném vyrobku: Biopron 9 Premium. Ve vyrobcich Lactobacillus
acidophillus a Linex Forte produkt PCR nebyl detegovan. Pomoci druhové specifické PCR
byla prokazana piitomnost DNA bakterii druhu L. plantarum, jak bylo uvedené vyrobcem, ve
vyrobku Biopron 9 Premium. Nebyla prokazana pfitomnost L. plantarum ve vyrobcich
Lactobacillus acidophilus a Linex Forte a to v souladu s udaji na obalu.

PCR specificka pro druh L. acidophillus

Pomoci specifickych primert Acil6SI a Acil6SIl [50] byla provedena PCR pro prokazani
piitomnosti DNA druhu L. acidophillus. Po provedeni PCR nebyl detegovan produkt u
zadného vyrobku, respektive nespecifické kratsi produkty PCR o velikosti asi 230 bp ve velmi
slabé intenzité. Piesto druh L. acidophillus byl deklarovan u vSech 3 vyrobkai.

6.4.2 Bioinformaticka analyza primeru publikovanych v odborné literatui‘e

Vzhledem k tomu, Ze nedoslo k amplifikaci DNA u nékterych vyrobkid pomoci primert
Acil6SlI a Acil6ll [50], specifickych pro druh L. acidophillus, byla provedena
bioinformaticka analyza pouzitych primert pomoci serveru NCBI. Primery Prl a Casll [51]
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navrzené pro druh L. casei byly komplementarni ke genetickym sekvencim kment druhd L.
casel, L. paracasei, k nékterym kment druht L. rhamnosus, L. curvatus, a k dal§im. Primery
Prl a Rhall [51] navrzené pro druh L. rhamnosus byly komplementarni ke genetickym
sekvencim kmend druhu L. rhamnosus, k nékterym kment druht L. casei, L. paracasei a
nekultivovatelnym laktobacilam. Primery Planl a Planll [51] navrzené pro druh L. plantarum
byly komplementarni téz ke genetickym sekvencim kmend druhu L. paraplantarum,
k nékterym kmentm druht L. brevis a L. japonicus. Primery Aci 16SI a Aci 16SIl [50]
navrzené pro druh L. acidophillus byly komplementarni také k n¢kterym kmend druhti L.
amylovorus, L. crispatus a L. delbrueckii a nebyly komplementarni ke vSem kment L.
acidophillus. Tento problém byl fesen v diplomové praci [52].

6.5 Druhové specifické PCR s nové navrzenymi primery

Byly pouzité nové navrzené, dosud nepublikované druhoveé specifické primery.
Druhové specificka PCR pro druh L. casei

Pro prokazani ptitomnosti laktobacild druhu L. casei byly pouzity primery ParFW a Univer
RV [52]. Po provedeni PCR byl prokazan produkt PCR o velikosti 680 bp v jednom
testovaném vyrobku: Biopron 9 Premium. Po amplifikace DNA vyrobkia Lactobacillus
acidophillus a Linex Forte produkt PCR nebyl detegovan. Pomoci druhové specifické PCR
byla prokazana ptitomnost DNA bakterii druhu L. casei, jak bylo uvedené vyrobcem, ve
vyrobku Biopron 9 Premium a nebyla prokazana ptitomnost L. casei ve vyrobcich
Lactobacillus acidophilus a Linex Forte, coz bylo to souladu s tim, co bylo deklarovano na
obalu.

Druhové specificka PCR na druh L. rhamnosus

Pomoci nové navrzenych primert RhamFW a UniverRV [52] byla provedena PCR pro
prokazani ptitomnosti druhu L. rhamnosus. Produkt PCR silné intenzity o velikosti 680 bp byl
prokazan po amplifikaci DNA jen jednoho testovaného vyrobku Biopron 9 Premium.
Podatilo se prokazat deklarovany druh L. rhamnosus ve vyrobku Biopron 9 Premium, zatimco
ve vyrobcich Linex Forte a Lactobacillus acidophilus, kde druh nebyl deklarovan, nebyla
prokazana pritomnost zastupcti L. rhamnosus.

Druhové specificka PCR na druh L. plantarum

Primery PlantFW a UniverRV [52] byly pouzité v PCR pro amplifikace DNA druhu L.
plantarum. Byl prokazan produkt PCR silné intenzity o velikosti 277 bp po amplifikaci jen
jednoho testovaného vyrobku Biopron 9 Premium. Bylo to v souladu s udaji vyrobce, protoze
piitomnost L. plantarum byla deklarovana na obalu vyrobku. Ve vyrobcich Linex Forte a
Lactobacillus acidophilus, kde druh nebyl deklarovan, druh nebyl prokazan.

Druhové specificka PCR na druh L. acidophillus

Pomoci nové navrzenych specifickych primera AciFW a UniverRV [52] byla provedena PCR
pro prokazani ptitomnosti druhu L. acidophillus. Po provedeni PCR byl prokazan produkt
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PCR o velikosti 565 bp po amplifikaci DNA izolované ze vSech vyrobkt. Tim padem lze fict,
ze vyrobci deklarovani zastupci druhu L. acidophillus jsou pfitomni ve v§ech vyrobcich.

6.6 Vyhledavani gentu kodujicich probiotické a dalsi vlastnosti

Z literatury je znamo, ze co se tyc¢e probiotickych vlastnosti, existuji rozdily mezi kmeny [53].
Proto byla dalsi cast prace vénovana vyhledavani genti kodujicich probiotické a dalsi
vlastnosti. K amplifikaci byly pouzity jak publikované tak nové navrzené primery pro
vyhledavani genu bsh (kédujici hydrolazu soli zlu¢ovych kyselin), genu lai (kodujici linoleat
izomerazu) a genu odc (kédujici ornitin dekarboxylazu). Bioinformaticka analyza [52] dale
ukazala, ze sekvence DNA maji rizné druhy odlisné, a¢ maji proteiny stejnou funkce a patii
do stejné proteinové rodiny. Proto pro amplifikaci gent riznych druhti bylo nutno navrhnout
jiné primery. Prikaz piitomnosti daného genu je dulezity pro charakteristiku probiotického
kmene. V dalsich krocich bude nutno ovéfit, Ze dochazi k expresi tohoto genu a k syntéze
pozadovaného protein.

Gen bsh L. plantarum

Za pouziti primerd LpBSHF1 a LpBSHR1 [53], komplementarnich k sekvenci druhu L.
plantarum, se vyhledavaly bsh geny v DNA testovanych vyrobku. Specificky produkt PCR o
velikosti 975 bp byl detegovan po amplifikaci DNA z vyrobku Biopron 9 Premium. Lze fict,
Ze ve vyrobku Biopron 9 Premium, s buiikami druhu L. plantarum, byl prokazan gen bsh. Tim
bunky L. plantarum spliiuji jedno zékladni probiotické kritérium zdravotni prospésnosti.

Gen bsh L. casei

Navrzené primery LcBSHF1 a LcBSHR1 [52], komplementarni k sekvenci bsh genu druhu L.
caseli, se pouzily pro vyhledavani bsh genu u testovanych DNA vyrobki. U vyrobku Biopron
9 Premium byl detegovan specificky produkt PCR o velikosti 280 bp. Ve vyrobku Biopron 9
Premium byly prokazany bunky druhu L. casei s genem bsh. Tyto buiky spliyji kritérium pro
zdravi prospé€sné G¢inky na organismus.

Gen lai L. acidophillus

Pomoci primera LaLIF4 a LaLIR4 [54], komplementarnich k sekvenci genu lai L.
acidophillus, byla provedena PCR s DNA matrici ze vSech testovanych vyrobki. Po
provedeni PCR byl prokazan produkt PCR o velikosti 1380 bp po amplifikaci DNA vyrobki
Lactobacillus acidophillus a Linex Forte. Produkt PCR nebyl detegovan u vyrobku Biopron 9
Premium. Muzeme tim padem fict, ze kmeny druhu L. acidophillus majici gen lai jsou ve
vyrobcich Lactobacillus acidophillus a Linex Forte pfitomné na rozdil od vyrobku Biopron 9
Premium. Vyrobek Biopron 9 Premium ziejmé obsahuje jiny kmeny druhu L. acidophillus.

Gen lai L. plantarum

Specificky produkt PCR o velikosti 1050 bp byl detegovan po amplifikaci DNA ve vyrobku
Biopron 9 Premium. Primery LpLIFW a LpLIRV [52] byly komplementarni k sekvenci genu
lai druht L. plantarum. Detekce produktu ukazuje na piitomnost druhu L. plantarum s genem
lai, ktery koduji probiotickou vlastnost ve vyrobku Biopron 9 Premium.
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Gen odc L. rhamnosus

Pro prokazani piitomnosti kmene L. rhamnosus, obsahujici gen odc, byly pouzité nové
navrzené specifické primery LrODRW a LrODRV [52]. Po provedeni PCR byl prokazan
produkt PCR o velikosti 1280 bp v testovaném vyrobku: Biopron 9 Premium. V tomto
vyrobku druh L. rhamnosus byl prokazan druhové specifickou PCR. Vysledek ukazuje, ze ve
vyrobku Biopron 9 Premium ptfitomny kmen druhu L. rhamnosus, ktery koduje gen odc.
Ornitin dekarboxylaza dekarboxyluje aminokyselinu ornitin za vzniku biogenniho aminu
putrescinu. Tato vlastnost nemusi byt vzdy prospés$na. [9] Zalezi na hladiné exprese
ptislusného genu.
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7 ZAVER

Byly pfipravené hrubé lyzaty bunék ze 4 vyrobkii doplikti potravy. Z hrubych lyzati byla
DNA izolovana pomoci fenolové extrakce. Ve vSech vyrobcich byla pomoci PCR prokazana
ptitomnost bakterialni DNA. Pomoci dalsich metod PCR byly ve 3 vyrobcich identifikovany
deklarované druhy bakterii rodu Lactobacillus: L. acidophillus, L. casei, L. plantarum, L.
rhamnosus. Ve vyrobcich byla také prokazana pfitomnost probiotickych gent: bsh, lai a dale
genu odc. Vyrobky pravdépodobné obsahuji odlisné kmeny druhu L. acidophillus. Vyrobky
se lisi pfitomnosti genu lai L. acidophillus, ktery koduje linoleat izomerazu.

63



SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] I'openos A. B., Ycenxo /]. B. | icnonb3oBaHue TPOOUOTUYCCKHUX IPOTYKTOB B JICUCHUH
KUIIEYHBIX HHEKIM y neteii / Bornpocsl coBpemennoit neauarpuu. 2003 (2); 4: s. §7-90

[2] SAULNIER, M.A., D. Synbiotics: making the most of probiotics and prebiotics by their
combinations? Food Science and Technology Bulletin: Functional Foods. Shinfield, UK,
2008, (4), s. 9-16. ISSN 978-0-86014-192-1.

[3] MATTILA-SANDHOLM T., et al. Technological challenges for future probiotic foods.
International Dairy Journal. 2002, vol. 12, no. 3, s. 173-182. ISSN 0958-6946.

[4] BEPE3HSKOB, B.U. [IpokapuoTHyeckue 1 3yKapuoTH4IeCKue NpoOHOTHKH. BonesHu u
anmubuomuxu. 2012, ISSN 2307-1117. Dostupné z: http://www.mif-
ua.com/archive/article/34691

[5] AIKOBEHKO, 3. I1., TJABPETBEBA C.A. lHHOBallMOHHbBIC TPOOUOTUKH — KITFOY K
YIPaBICHUIO (DYHKIMAMH HOPMAIBHOW KUIIEUHOW MUKpODIopsL. Jleuawuii epau. 2012, vol.
97. ISSN 1560-5175. Dostupné z: http://www.lvrach.ru/2012/07/15435468/

[6] POOJA S., JAYASHREE S., PUSHPANATHAN M. Identification and Characterization
of Bile Salt Hydrolase Genes from the Genome of Lactobacillus fermentum MTCC 8711.
Applied Biochemistry and Biotechnology. 2014,s. 855-866.

[7] YANG, B., H. CHEN a Z. GU. Synthesis of conjugated linoleic acid by the linoleate
isomerase complex in food-derived lactobacilli. Journal of Applied Microbiology. 2014(117),
430-439.

[8] OGAWA J., KISHINO S., ANDO A., SUGIMOTO S., MIHARA K., SHIMIZU S.
Production of conjugated fatty acids by lactic acid bacteria, J. Biosci. Bioeng. 2005, s. 355—
364

[9] Spano G., Russo P., Lonvaud-Funel A., Lucas P., Alexandre H., Grandvalet C., Coton E.,
Coton M., and kol.(2010) Biogenic amines in fermented foods. European Journal of Clinical
Nutrition. 64, s. 95-100.

[10] GUANER F., KHAN A G. [IpoOuoTHKH U IPeOMOTHKH. Beemupras
eacmpoanmeponocuyeckas opeanuzayus: [lpaxmuueckue pexomenoayuu. 2008. Dostupné z:
http://www.belmapo.by/downloads/gastroenterology/2009/recomend/probiotiki.pdf

[11] Helping to understand probiotics: live or freeze-dried? single & multiple strains.
Dostupné z: www.learnaboutprobiotics.org [online] [cit. 2016-04-21].

[12] What is The Difference Between Taking Probiotics in Tablets, Capsules, Powder Sachets
and Juices and Which Form is the best and most beneficial? In: Probiotics
101 [http://probiotics101.probacto.com/what-is-the-diff]. [cit. 2016-04-26].

[13] ROBERFOID, M. Prebiotics: The Concept Revisited. British Journal of Nutrition. 2007,
s. 830-837. ISSN 1541-6100.

64


http://www.mif-ua.com/archive/article/34691
http://www.mif-ua.com/archive/article/34691
http://www.lvrach.ru/2012/07/15435468/
http://www.belmapo.by/downloads/gastroenterology/2009/recomend/probiotiki.pdf

[14] NEVORAL, J. aj. Probiotika, prebiotika a synbiotika. Pediatrie pro praxi, 2005, 6 (2) , s.
59-65

[15] TODAR, Kenneth. Lactic Acid Bacteria [online], 1-5 [cit. 2016-04-21]. Dostupné z:
http://textbookofbacteriology.net/lactics_2.html.

[16] WISSELINK, HW., R.A. WEUSTHUIS a G. EGGINK. Mannitol production by lactic
acid bacteria: a review. International Dairy Journal. 2002, (12), s. 151-161.

[17] Homofermentativni a heterofermentativni bakterie mlécného kvaseni v pekarskych
kvasech vyrobenych na bazi jecmene [online]. [cit. 2016-04-21]. Dostupné z:
http://www.vupp.cz/czvupp/publik/14poster/kvasy 2014.pdf.

[18] KONIG, H, GOTTFRIED U, FROHLICH J. Biology of Microorganisms on Grapes, in
Must and in Wine. Springer, 2009. ISBN 978-3-540-85462-3.

[19] FELIS, Giovanna E. a Franco DELLAGLIO. Taxonomy of Lactobacilli and
Bifidobacteria. 2007, (10), 44-61. Dostupné z:
https://www.researchgate.net/publication/6294675_ Taxonomy_of Lactobacilli_and_Bifidoba
cteria. ISSN Current issues in intestinal microbiology.

[20] SEDLACEK, Ivo. Taxonomie prokaryot. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita, 2007.
270 s. ISBN 80-210-4207-9

[21] Lactic Acid Bacteria [online]. In: [cit. 2016-04-21]. Dostupné z:
http://textbookofbacteriology.net/lactics.html.

[22] LEBEER, S. aJ. VANDERLEYDEN. Genes and Molecules of Lactobacillus Supporting
Probiotic Action. MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY REVIEWS. American
Society for Microbiology, 2008, (72), s. 728-764.

[23] JTakrobakrepun annnodunsHeie (Lactobacillus acidophilus). Dostupné z: Gastro
Scan[http://www.gastroscan.ru/handbook/144/1876 online]. [cit. 2016-04-21].

[24] Acilactum ®. Dostupné z: Gastro Scan [http://www.gastroscan.ru/handbook/145/1879].
[cit. 2016-04-21].

[25] Hylak® forte. Dostupné z: Gastro Scan [http://www.gastroscan.ru/handbook/145/1748
online]. [cit. 2016-04-21].

[26] Burtadiop ®. Dostupné z: Gastro Scan [http://www.gastroscan.ru/handbook/369/7004].
[cit. 2016-04-21].

[27] Bifiform ®. Dostupné z: Gastro Scan [http://www.gastroscan.ru/handbook/145/1548].
[cit. 2016-04-21].

[28] JTakToGakTepun kazeu (Lactobacillus casei). Dostupné z: Gastro
Scan[http://www.gastroscan.ru/handbook/118/3170 online]. [cit. 2016-04-21].

65


http://textbookofbacteriology.net/lactics_2.html
http://www.vupp.cz/czvupp/publik/14poster/kvasy_2014.pdf
http://textbookofbacteriology.net/lactics.html

[29] JlakToGakTepun miantapym (Lactobacillus plantarum). Dostupné z: Gastro
Scan[http://www.gastroscan.ru/handbook/118/5612]. [cit. 2016-04-21].

[30] Lactobacterinum. Dostupné z: Gastro
Scan [http://www.gastroscan.ru/handbook/145/1878]. [cit. 2016-04-21].

[31] Lactobacillus Plantarum [online]. [cit. 2016-04-21]. Dostupné z:
http://www.probiotic.org/lactobacillus-plantarum.htm.

[32] Lactobacillus rhamnosus [online]. [cit. 2016-04-21]. Dostupné z:
http://www.gastroscan.ru/handbook/118/2135?sphrase_id=107713

[33] Linex ®. Dostupné z: Gastro Scan [http://www.gastroscan.ru/handbook/145/1687
online]. [cit. 2016-04 21]. DOI: http://www.gastroscan.ru/handbook/145/1687.

[34] CHATTERIJI, A., FURLONG, J., Introduction to environmental biotechnology: theory
and application. 2nd ed., Eastern economy ed. New Delhi: Prentice-Hall of India, 2007, xii,
275 p. ISBN 978-812-0331-600

[35] SMARDA,J., DOSKAR, J. Metody molekuldrni biologie. 1. vyd. Brno: Masarykova
univerzita, 2005. p. 194. ISBN 80-210-3841-1.

[36] PARKER, K. PCR Technology Buying Guide., SelectScience [online].
[cit. 2014-05-13]. Dostupné z: http://www.selectscience.net/pcr_buying_guide.aspx

[37] SPANOVA A, RITTICH B. Analyza vybranych druhii bakterii mlééného kvaseni
pomoci metod molekularni biologie. 1.vyd. Brno:Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta
chemicka, 2010. 86 p. ISBN 978-80-214-4004-3.

[38] ROBOTIKA [online]. 2005 [cit. 2014-05-14]. Namnozeni DNA pomoci PCR. Dostupné
z: http://robotika.cz/articles/gerda/cs

[39] Gelova elektroforéza. In: VFU Brno, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie Ustav
biologie a chorob volné Zijicich zvirat: Molekularni biologie. 2011 [cit. 2016-04-21].
Dostupné z http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-gelo.

[40] Ananu3 00pa3ioB MHUIIEBHIX MPOIYKTOB Ha MPUCYTCTBUE FCHETHYESCKU
Mo uduirpoBantsix opranu3mos, World Health Organization [cit. 2016-04-21]. Dostupné z
http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/capacitybuilding/m.

[41] Agarosas - descripcion. In: Conda Prodinasa [cit. 2016-04-21]. Dostupné z
http://www.condalab.com/es/productos/agaroses/agar.

[42] Ocrosbr nonumepasnoii yennoii peaxyuu. Moskva, Rusko: JIHK-Texuomorus, 2012.

[43] HOGEWEG, P. The Roots of Bioinformatics in Theoretical Biology. Plos
Computational Biology. 2011, (7).

66


http://www.probiotic.org/lactobacillus-plantarum.htm
http://www.gastroscan.ru/handbook/118/2135?sphrase_id=107713
http://www.selectscience.net/pcr_buying_guide.aspx
http://robotika.cz/articles/gerda/cs

[44] Genomika, bioinformatika. In: VFU Brno, Fakulta veterindrni hygieny a ekologie Ustav
biologie a chorob volné Zijicich zviFat: Molekularni biologie. [cit. 2016-04-21]. Dostupné
z: http://mmp.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-geno.

[45] CVRCKOVA, F., Uvod do praktické bioinformatiky. Praha: Academia, 2006. ISBN 80-
200-1360- 1

[46] YE, J, COULOURIS G, a ZARETSKAYA 1. Primer-BLAST: A tool to design target-
specific primers for polymerase chain reaction. In: BioMed Central Bioinformatics. [cit. 2016-
04-21]

[47] Primer-BLAST [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/Primer-BLAST/ on]. [cit. 2016-04-
21]

[48] HAARMAN, M., KNOL, J. Quantitative Real — Time PCR Analysis of Fecal
Lactobacillus Species in Infants Receiving a Prebiotics Infant Formula. Applied and
Environmental Microbiology. 2006, no. 4. ISSN 2359-2365.

[49] DUBERNET, S., DESMASURES, N.,GUEGUEN, M. A PCR- based method for
identification of lactobacilli at the genus level. FEMS microbiology Letters. 2001, no. 214, s.
271-275.

[50] TILSALA-TIMISJARVI, A., ALATOSSAVA, T., Development of oligonucleotide
primers from the 16S-23S rRNA intergenic sequences for identifying different dairy and
probiotic lactic acid bacteria by PCR. International Journal of Food Microbiology. 1997, s.
49-56.

[51] WALTER J., TANNOCK G.W., TILSALA-TIMISJARVI A , (2000): Detection and
identification of gastrointestinal Lactobacillus species by using denaturing gradient gel
electrophoresis and species-specific PCR primers. Applied Environ Microbiology 66: 297-
303.

[52] GRILLOVA, L. Vyhledani genti kédujicich probiotické a dali vlastnosti vybranych
kment bakterii mlééného kvaseni a bifidobakterii. Brno: Masarykova univerzita,
Prirodovédecka fakulta, 2012, vedouci diplomové prace doc. RNDr. Alena Spanova, CSc

[53] KAUSHIK J. K., KUMAR A.,, DUARY R. K., MOHANTY A. K., GROVER S.,
BATISH V. K. (2009) Functional and probiotics attributes of an indigenous isolate of
Lactobacillus plantarum. PLoS ONE. 4: 8099.

[54] MACOUZET M., ROBERT N., LEE B. H. (2010) Genetic and functional aspects of
linoleate isomerase in Lactobacillus acidophilus. Appl. Microbiol. Biotechnol. 87: 1737-1742.

[55] SAMBROOK, Joseph a David RUSSELL. Inverse PCR. Cold Spring Harbor Laboratory Press.

67



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
BMK  Bakterie mlé¢ného kvaseni

BA Biogenni aminy

Bsh Hydrolaza zluc¢ovych soli (Bile Salt Hydrolase)
Ntn N-terminalni nukleofilni hydrolazy
Lai Linoleat izomeraza

CLA  Konjugovana kyselina linoleova
Odc  Ornitin dekarboxylaza

GAP  Glyceraldehyd fosfat

PCR  Polymerazova fetézcova reakce

bp Par bazi

DNA  Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleové kyselina

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctova
GC Guanin a cytosin

AT Adenin a thymin

TBE  Pufr trisboratovy

PCR  Polymerazova fetézova reakce
dNTP  Deoxyribonukleosidtrifosfat

Gl Gastrointestinalni trakt

Clz  Chloroform-isoamylalkohol

PK Pozitivni kontrola

NK Negativni kontrola



