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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na identifikaci bakterii mlééného kvaSeni druhu
Lactococcus lactis a poddruhit Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp.
cremoris pomoci druhové a subdruhové specifické polymerazové fetézové reakce (PCR).

Metoda PCR byla pouzita k identifikaci bakterii druhu Lactococcus lactis v 10 vzorcich
tvrdych syri. Byl vypracovan postup piipravy vzorkil tvrdych syrt pro ziskani dostate¢ného
mnozstvi bun€k a ptfipravu hrubych lyzath bunck. Celkovd DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR
byla izolovdna pouzitim magnetickych castic P(HEMA-co-GMA) v pfitomnosti
polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného. Jako kontrola izolace byla pouzita DNA
izolovand metodou fenolové extrakce.

PCR byla rovnéz pouzita k analyze 7 kment Sbirky mlékarskych mikroorganismi
Laktoflora (CCDM). U téchto kmenii bylo subdruhové specifickou PCR prokézéano zatazeni 5
kment do poddruhu Lactococcus lactis ssp. lactis a 2 kmend do poddruhu Lactococcus lactis
SSp. cremoris.

Kli¢ova slova: polymerazova fetézova reakce, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp.
lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, izolace DNA, magnetické nosice,
tvrdé syry, sbirkové kmeny

ABSTRACT

Diploma thesis was focused on identification of lactic acid bacteria of species Lactococcus
lactis and subspecies Lactococcus lactis ssp. lactis and Lactococcus lactis ssp. cremoris using
species and subspecies specific polymerace chain reaction (PCR).

PCR method was used for identification of bacteria of species Lactococcus lactis in 10
samples of hard cheeses. The method of sample preparation was evaluated for hard cheeses
with the aim to receive sufficient amount of cells for the preparation of crude cell lysates.
Whole DNA in quality suitable for PCR was separated using magnetic microspheres
P(HEMA-co-GMA) in the presence of polyethylenglycol (PEG 6000) and sodium chloride.
DNA isolated by phenol extraction was used as control of DNA isolation.

PCR was used to the analysis of 7 strains of Lactococcus lactis from Collection of dairy
microorganisms Laktofora (CCDM). Altogether 5 or 2 strains were identified into subspecies
Lactococcus lactis ssp. lactis and Lactococcus lactis ssp. cremoris, respectively.

Keywords: polymerase chain reaction, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis ssp. lactis,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, DNA isolation, magnetic microspheres, hard
cheeses, collection strains
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1. UVOD

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) jsou vyuzivany po mnoho staleti pii fermentaci
mlécnych potravinaiskych vyrobku. [1]

BMK kvaseni jsou metabolicky a fyziologicky ptibuzna skupina grampozitivnich bakterii.
Typické BMK jsou nesporogenni, nerespirujici, aerotolerantni a striktné fermentativni koky
nebo tycky. Hlavnim kone¢nym produktem metabolismu BMK je kyselina mlécna.

BMK zahrnuji asi 20 rodl, znichz za nejdalezitéjsi jsou povazovany rody piitomné
v potravinach, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a
Weissella. Fylogeneticky strom skupiny BMK je uveden na Obr. ¢. 1. Tyto bakterie jsou
fylogeneticky zahrnuty do vétve Clostridii. [2]

Lactobacillus delbrueckii
group

Weissella

Lactobacillus casei - Pediococcus

Leucanosioc 3
group

(enococcus oeni
Laciococcus

Tetragenococcus
Vagococeus

Enterococcus Streptococcus

Carnobacierium

- Baciltus
Staphylococcus
Aeracoccus — isterin

Obr. ¢&. 1: Schématicky fylogeneticky strom BMK zaloZeny na sekvenci genu pro 16rRNA. Pro
srovnani jsou uvedeny nékteré aerobni a fakultativné anaerobni grampozitivni bakterie z vétve
Clostridium. Evolucni vzdalenosti jsou priblizné. (upraveno dle Axelsson, 2004) [2]



1.1 Rod Lactococcus

Rod Lactococcus patii mezi nejvyznamnéjsi zastupce BMK. Jde o grampozitivni,
mikroaerofilni, nepohyblivé koky s homofermentativnim typem metabolismu glukozy. Pii
fermentaci gluk6zy vznika hlavné kyselina mlé¢na v L (+) formé. [3]

Rod Lactococcus obsahuje druhy L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris a L. lactis ssp.
hordiniae. [4]

Tyto bakterie bylo poprvé izolovany z mléka J. Listerem v roce 1873, ktery je nazval
»Bacterium lactis“. Pozd¢ji byl pro tyto bakterie navrzen novy nazev Streptococcus. [5]
Béhem 80. let byl rod Streptococcus rozdélen na tii rody Enterococcus, Lactococcus a
Streptococcus. [6] V roce 1985 Schleifer a kol. reklasifikoval zastupce rodu Lactococcus. [7]
Nyni je znamo pét druh@ rodu Lactococcus, L. garviae, L. piscium, L. plantarum, L
raffinolactis a L. lactis. [3]

1.2 Charakteristika druhu Lactococcus lactis

Lactococcus lactis je primarni modelovy organismus BMK a je Siroce uzivan v produkci
fermentovanych mléénych produktt. [7] Poddruhy Lactococcus lactis ssp. lactis se bézné
vyskytuji na rostlinném materidlu. L. lactis ssp. lactis a L. lactis ssp. cremoris jsou obsazeny
v surovém mléce. [8] L. lactis jako pivodce infekénich onemocnéni byl popsan jen ve
vyjimecnych piipadech u lidi se snizenou imunitou organismu. [9] L.lactis je povazovan za
zcela bezpecny organismus. [10]

1.2.1 Vyznamni zastupci druhu Lactococcus lactis

Druh Lactococcus lactis obsahuje 3 poddruhy. V potravinarském primyslu jsou
nejvyznamnéjsi poddruhy L. lactis ssp. lactis a L. lactis ssp. cremoris. [4]

1.2.1.1 Lactococcus lactis ssp. lactis

Jedna se o grampozitivni bakterie vejcovitého tvaru o priméru 0,5 az 1 um. Buiiky se tvofi
vétsinou v parech anebo kratkych fetizkach. Patii do serologické skupiny N.

Roste v rozmezi teplot 10 az 40 °C. Optimalni teplota pro rGst mikroorganismli a tvorbu
kyseliny mlécné je 30 °C, pfi této teplote je dosazeno pH 4,5-4.

Dobte roste v 4% NacCl, ale nesnési 6,5% NaCl. V mléku roste s obsahem 0,3 % methylenové
modrfe a v bujonu se 40% zluci.

Pro rGst vsyntetickém médiu vyzaduje vitaminy skupiny B a aminokyseliny.
Homofermentativné fermentuje glukézu, laktézu a maltozu na kyselinu mlé¢nou. Sacharézu
fermentuji jen nékteré druhy. Tvoii amoniak z argininu. Srazi lakmusové mléko a okyseluje
ho, lakmus redukuje jeste pfed srazenim. [4]
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1.2.1.2 Lactococcus lactis ssp. cremoris

Ma podobné vlastnosti jako L. lactis ssp. lactis. Tvoii buiikky o priméru 0,6 az 1,0 um tvaru
dlouhych fetizki. Patii do serologické skupiny N. Jeho optimalni teplota rlstu je 28 °C. Jesté
roste v médiu s obsahem 2 % NaCl, pii 10 °C a niZSich teplotach a za ptitomnosti 40% zluce.
Neroste pii 40 °C a v bujonu se 4 % NaCl a pti pH 9,2. V 4% roztoku peptonu neuvoliluje
amoniak.

Fermentuje glukézu a laktézu. Z argininu netvoii amoniak. Kasein nepatrné peptonizuje,
srazi lakmusové mléko ( jesté pred tim vSak zcela redukuje lakmus).

Kromé kyseliny mlécné mohou vznikat i vedlejs$i metabolity jako aceton, ethanol, diacetyl a
jiné produkty. Tvorba oxidu uhli¢itého je proménliva.

Odlisnosti od Lactococcus lactis ssp. lactis jsou zejména: nizsi optimalni teplotou rlstu a
tvorba méfitelného mnozstvi oxidu uhli¢itého. Laktozu fermentuje pomaleji (viz Tab. €. 1).

[4]

Tab. €. 1: Rozdily mezi poddruhy Lactococcus lactis (podle Bergeye (1986), upraveno)

Vlastnosti Lactococcus lactis Lactococcus lactis
ssp. lactis SSp. cremoris

Rist pti 10 °C + +
Rist pii 40 °C + -
Rist pti 45 °C - -
Rust pti pH 9,2 + -
Rist pti 4 % NaCl + -
Tvorba amoniaku z argininu + -
Rast pti 40 % zluci + +
Rist pti 0,3 % methylové modfi + -
Tvorba CO, - +
Hemolyza - -
Sérologicka skupina N N

1.2.1.3 Lactococcus lactis ssp. hordinae

Byl izolovan z rostlinného materidlu a neni v potravinaiském primyslu pfili§ vyuzivan. [3]

1.2.2 Metabolismus sacharidu

BMK fermentuji hexoésy podle trech hlavnich metabolickych drah — glykolyza,
6-fosfoglukonatova drdha a bifidovd draha. [4] BMK jsou dutlezit¢é mikroorganismy
produkujici hlavné L(+) formu kyseliny mléné zcukru. Podle fermentace glukozy
rozdélujeme tyto bakterie na homofermentativni a heterofermentativni. [3]

Homofermentativni bakterie jako Lactococcus a Streptococcus dévaji dv€ molekuly laktatu
z jedné molekuly glukoézy, zatimco heterofermentativni bakterie (Leuconostoc a Weissella)
pfeméni molekulu glukézy na laktat, ethanol a oxid uhli¢ity. [11] Schématické znézornéni
metabolismu glukozy u L. lactis je uvedeno na Obr. €. 2.
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Obr. ¢&. 2: Schématické zndazornéni metabolismu glukozy L. lactis (upraveno dle Neves, 2005)

Vétsina bunék BMK piijimé sacharidy a oligosacharidy ze substratti pomoci specifickych
permeaz, laktoza je v buiikach Stépena pomoci B-galaktosidazy a v bunkach fosforylovana. U
laktokokti, streptokokli a nékterych laktobacili ptechdzi laktéza do builkky pomoci
transferazového systému (fosfoenolpyruvat (PEP)-dependentni fosfotransferazovy systém
(PTS)). [6] Jelikoz druhy L. lactis maji PTS pouzivaji se jako startovaci kultury
v potravinaifském primyslu. [2]

1.2.3 Produkce bakteriocinu

Bakteriociny jsou produkovany BMK a maji antibiotické vlastnosti, které lze vyuzit pii
konzervaci potravin. [12]
Dlouha historie aplikace BMK ve fermentovanych potravinach prokazala, ze maji piiznivy
vliv na nutri¢ni, organoleptické a skladovaci vlastnosti. Tradi¢ni fermentacni proces s BMK je
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zalozen na spontanni fermentaci. Priimyslova fermentace nyni umyslné¢ ptidiva BMK jako
startovaci kultury do potravinové matrice a za optimalnich fyzikdlnich a chemickych
podminek miize byt produkovano mnohem vétsi mnozstvi bakteriocint. [13]

Bakteriociny jsou malé ribozomdlné syntetizované peptidy. Snizuji permeabilitu
cytoplazmatické membrany u grampozitivnich bakterii, dochazi tak ke ztrat¢ membranového
potencidlu a uniku zivotné diilezitych molekul. [14]

Bakteriociny mtizeme rozdé¢lit do tfech skupiny: [13]

a) lantibiotika — malé, teplotn¢ stabilni, lanthionin obsahujici peptidy

b) malé peptidové bakteriociny — teplotné stabilni, neobsahuji lanthionin; zahrnuji pediocin
nebo bakteriociny aktivni proti bakteriim Listeria, dvou peptidové bakteriociny a kruhové
bakteriociny.

c) velké teplotné¢ labilni peptidové bakteriociny

Bakteriociny inhibuji rGst nezddoucich a patogennich grampozitivnim bakterii jako jsou
napt. Listeria, Clostridium, Staphylococcus, Bacillus aj. [14] Druh L. lactis produkuje 3 typy
antimikrobnich latek — kyselinu mlécnou, diacetyl a bakteriociny. [3] Nejvyznamné;jsi
bakteriocinem je nisin patfici do skupiny lantibiotik, ktery je inhibitorem bakterii Listeria
monocytogenes. Pouziva se jako ptrirodni konzervant mlécnych a masovych produkti. [15]

1.2.4 Genom Lactococcus lactis

Druh L. lactis byl intenzivné studovan, protoze je zde zdjem pramyslu o tohoto zastupce
BMK. Efektivita jejich uziti je pak ddna znalosti jejich metabolismu, fyziologie, genetiky a
molekulérni biologie. [16]

Kompletni genomovéa sekvence kmene L. lactis ssp. lactis 1L 1403 byla popsana
Bolotinem. Kruhovy chromozom L. lactis ssp. lactis 1L 1403 obsahuje 2 365 589 bp a
pramérné 35,4 % obsahu G+C. V sekvenci bylo nalezeno 2 310 otevienych ¢tecich ramct
(ORF) sprimémou délkou 879 bp. 64,2 % téchto ctecich rdmchi ma stanovenou
biochemickou a biologickou roli. Zbyvajich 15,7 % rdmciti nema definovanou funkci, jsou
povazovany za specifické pro laktokoky. [16]

Rozsahlejsi znalosti genomové sekvence ndm odhaluji nové moznosti vyuziti
fermentaCnich schopnosti a aerobni respirace. Davaji moznost horizontalniho pieneseni
informace z laktokokt na gramnegativni enterobakterie Salmonella-Escherichia. [16]

Nové ziskané informace o bakteridlnim genomu a poznanych DNA sekvenci umoziuje
nové vyuziti BMK a jejich detekce. Diky témto znalostem je mozné konstruovat nové
bakterialni kmeny pro vyrobu fermentovanych potravin. [3]

1.2.5 Vyuziti bakterii Lactococcus lactis v potravinaiském pramyslu

Weigmann a Storch roku 1890 poprvé pouzili bakterii jako startovaci kultury pro syry a
pro produkci kyselého mléka. [6]

Startovaci kultury hraji klicovou roli pii udrzeni kvality mléénych produktti s ohledem na
skladovatelnost, uchovavani a senzorickou kvalitu. Maji vliv na tvorbu aromatickych
sloucenin, exopolysacharidl a vyvoj textury. [7]
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V mlékarenském primyslu se nejcastéji vyuzivaji mezofilni bakteriani druhy (L.lactis ssp.

lactis, Leuconostoc mesenteroides) k vyrobé kysaného mléka, tvarohu, vSech druhd syra.
Jejich optimalni teplota je 28 °C az 30 °C pro tvorbu kyseliny a aromatickych latek.
Syry jsou piipravovany srazenim kaseinu pomoci syfidla, koagula¢nich ¢inidel nebo kyseliny
mlécné. Kyselina mléna vznika fermentaci laktozy bakteriemi mlééného kvaseni, které jsou
pfirozené pfitomné v surovém mléku nebo se cilené pfidavaji jako Cisté mikrobidlni kultury.
Proteolytické enzymy BMK rozkladaji kasein na aminokyseliny. [4] Pii zrani syrt je dulezita
produkce aromatickych sloucenin z aminokyselin, které vytvari charakteristické aroma,
konzistenci a chut’. [7]

1.3 Amplifikaéni techniky

V této diplomové praci byla pouzita amplifikacni metoda polymerazové tfetézové reakce
(polymerase chain reaction — PCR) kidentifikaci bakterii mlécného kvaseni druhu
Lactococcus lactis a podruhu Lactococcus lactis ssp. lactis.

1.3.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce vyuzivd in vitro enzymatickou syntézu k amplifikaci
specifické sekvence DNA. PCR amplifikaci mize vzniknout az 100 miliéont kopii z jedné
molekuly DNA béhem nékolika hodin. [17]

Metoda PCR byla vyvinuta Kary Mullisem, ktery za tento objev ziskal roku 1993
Nobelovu cenu za chemii. [18]

1.3.1.1 Princip metody

Amplifikace DNA probihé tfemi po sob¢ nasledujicimi kroky zavislymi na teploté. Tyto
kroky tvofti cyklus, ktery se nékolikrat opakuje. [19]

K reakci jsou potiebné dva syntetické oligonukleotidové primery komplementarni
s hledanou cilovou sekvenci na obou vldknech DNA. [24] Stavebnimi kameny pro novée
syntetizovanou DNA jsou deoxyribonukleotidy, jez jsou pfitomny v reakénim pufru
(komponenta PCR). [20+21]

Nejprve dochézi k denaturaci dvojvlakna DNA na dvé vlakna, nasleduje hybridizace
primeri a syntéza nového fetézce DNA od 3'OH konce navazaného primeru. Reakci
katalyzuje teplotné stabilni DNA-polymerasa. [21]

Celou analyzu vzorku Ize pak rozdé¢lit do tii kroka: [22]

1. Denaturace DNA — dvouvldknova DNA je zahtivana pii 94 — 96 °C, dojde k poruseni
vodikovych vazeb a tim rozdé€leni na jednotliva vlakna. Tento krok
probiha 0,5 — 2 minuty. V prvnim kroku byva prodlouzen na 5 minut,
aby doslo k tipInému oddéleni vlaken templatové DNA.

2. Pfipojeni primert — v tomto kroku dochazi k ochlazeni na teplotu 40 — 72 °C,
dle pouzitych primeri. Na cilové sekvence denaturované DNA jsou
pomoci komplementdrniho parovani bazi hybridizovany syntetické
primery.
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3. Syntéza vytvoreného vlakna DNA — zahtati na 72 °C, syntetizuje se DNA enzymem
DNA-polymerasa. Dosyntetizovana vlakna znovu vytvoii dvouvldkna.

Schématické znazornéni PCR cykli je uvedeno na Obr. €. 3.
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Obr. & 3: Schématicky znazornéni prvnich PCR cyklu: (1) Denaturace pri teploté okolo
95°C. (2) Pripojeni primerii pri teplote 40-72°C. (3) Syntéza DNA vidkna pri 72°C
(P=Polymerasa). (4) Kompletni prvni cyklus. Dvé vysledna viakna DNA tvori templat DNA
pro nasledujici cykly.[23]

V prvnim cyklu PCR vznikne sekvence, ktera obsahuje vldkno z piivodni DNA a jedno
nové nasyntetizované vlakno ohranicené sekvenci primeru. Sekvence z prvniho cyklu je
pouzita v dalSim cyklu, kdy vznikaji dvé vldkna. Prvni vldkno obsahuje ptivodni sekvenci
DNA a nové€ nasyntetizované vldkno ohrani¢ené sekvenci primeru a druhé vlakno, které je
ohrani¢eno na obou koncich danymi primery. Nasyntetizovana sekvence s cilovou sekvenci
z ptedchoziho cyklu je vzdy pouZita do nasledujiciho cyklu.
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Po ukonceni vSech cykli PCR je vytvoifeno né€kolik milionit kopii piivodni cilové
sekvence. Dochazi k nahromadéni specifickych PCR produktl se sekvencemi lokalizovanymi
mezi dvéma primery. [24]

1.3.1.2 Reakéni podminky

PCR reakce probihd v termocykleru, ktery nam zajistuje optimalni podminky pro reakci
jako je teplota a doba jednotlivych krokii, pocet cykla aj. [20] Je to v podstaté elektronicky
fizeny mikrotermostat pro velmi rychlé vyhtati ¢i ochlazeni na tfi teploty — pro denaturaci, pro
hybridizaci primera a pro replikaci. [21]

Objem reak¢ni smési se obvykle pohybuje v rozmezi od 20 do 100 pl. [24]

Reakéni smés se sklada:
= DNA matrice — jako vzorek lze pouzit DNA vyizolovanou z bunék, hruby lyzat bun¢k,
kolonie bun¢k, mikroskopické preparaty bunck aj. [24]
= primery — dva oligonukleotidy, jejichz sekvence odpovida cilovym sekvencim urcenych
k amplifikaci. Obvykla délka primert je asi 18 — 24 nukleotidii s obsahem guaninovych a
cytosinovych bazi asi 50 % a teplotou tani 55-80 °C. [21] Teplotu tani by mély mit oba
primery podobné. Vyssi teplota zpravidla predstavuje vyssi specifiku reakce. Optimalni
koncentrace primerit je 0,1 — 0,6 puM, vyssi koncentrace mohou vést ke vzniku
nespecifickych produktt. [26]
V této diplomové préci byly pouzity primery pro identifikaci bakterii druhu Lactococcus
lactis: [27]
= PALA4-5-CTTCAACAGACAAGTCC-3’
= PALA 14 -5-GATAAATGATTCCAAGC-3’
Tyto primery umoziiuji amplifikaci fragmentu chromozomalni DNA vSech druhi
Lactococcus lactis o velikosti 1 131 bp. VSechny druhy obsahuji acmA gen, ktery koduje
laktokokalni N-acetylmuramidazu. [27]

= 27f-5"-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3

* Lla-5-CAGTCGGTACAAGTACCAAC-3’
S témito primery se amplifikuje gen 16S rDNA o velikosti 87 bp pro DNA poddruhu
Lactococcus lactis ssp. lactis. V ptipad€ podruhu Lactococcus lactis ssp. cremoris
nedochazi k amplifikaci zadného fragmentu. [28]

= DNA polymerasa — diivé byla pouzivana polymerasa ziskand z E. coli, jelikoz tato
polymerasa denaturovala pii 95 °C bylo nutné ji ptidavat po kazdé denaturaci do reakcni
smési. [21] Pozd¢ji doslo k pouziti termostabilni DNA polymerasy (7ag DNA polymerasa)
ziskané z termofilni bakterie Thermus aquaticus, jejiz teplotni optimum ristu je okolo
75-80 °C. DNA polymerasa se pouzivd v mnozstvi 0,01 - 0,05 U/ul. [24] Obvykle je pouzit
enzym, ktery ma 5° — 3’ polymerasovou aktivitu a postrada 3° — 5° exonukleasovou
aktivitu. Enzym tedy neni schopen opravit chyby, které vznikly pfi replikaci. [26] Nyni se
pouziva rekombinantni 7ag DNA polymerasa syntetizovana v bunkach FE.coli, do nichz je
vlozen gen kodujici Taq polymerasu.
Kromé Tag DNA polymerasy se pouziva 1 Tfl DNA polymerasa pochazejici z Thermus
flavus nebo Tth polymerasa z Thermus thermophilus. [24] Enzymy Pwo a Pfu
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DNA polymerasy, ziskané z Pyrococcus woesei a Pyrococcus furiosus, maji krome
polymerasové aktivity i exonukleasovou aktivitu 3" — 5. [26]

= dNTP (deoxyribobonukleosidtrifosfaty) — vodny roztok o pH 7,5, ktery obsahuje smés
dATP, dCTP, dGTP, dTTP. [29] Optimalni koncentrace je 200 uM pro kazdy nukleosid,
kter¢ jsou stavebnimi kameny pro syntézu nové DNA. [30]

= PCR reak¢ni pufr —vytvari prostfedi a pH pro ucinnou funkci DNA polymerasy. Reakéni
pufr obvykle obsahuje 10 mM Tris-HCI (pH 8,3-8,8), 50 mM KCl, a 1,5 mM Mg’". Muze
obsahovat jest¢ dalsi slozky. [22]

= PCR voda - jde o vodu o odporu 18 Mohm.cm, ultrafiltrovana, pisobenim
diethlypyrokarbonatu a autoklavovani z ni byly odstranéna RNéazy.

1.3.1.3 Inhibitory PCR

Za falesn¢ negativni vysledky pii PCR jsou zodpovédné inhibitory, které jsou znacnym
problémem pfi analyze readlnych vzorki pomoci PCR. Inhibitory mohou ovliviiovat PCR
nekolika zpiisoby napt. vyvazuji hofecnaté ionty nezbytné pro pro ¢innost DNA polymerasy,
degraduji cilové nukleové kyseliny, pfimo inhibuji DNA polymerasu. [3]

Inhibice PCR miize byt caste¢nd nebo celkova a miize se projevit jako uplné selhani
reakce (neni detekovan zadny PCR produkt) nebo snizeni citlivosti detekce.

Inhibitory PCR mtzeme rozd¢lit na extracelularni a intracelularni. Intracelularni inhibitory
jsou piitomny uvnit bunék (napt. endogenni nukleasy, proteinasy, peptidy, polysacharidy).
Extracelularni inhibitory se d€li podle ptivodu na endogenni a exogenni. Endogenni inhibitory
jsou kontaminanty komponent PCR a pouzivaného materidlu (napf. fenolové latky, SDS,
enzymy aj.). Exogenni kontaminanty jsou rizného pivodu. Zahrnuji slozky vzorki
v potravinach nebo z Zivotniho prostredi. [31]

Podle mechanismu plisobeni mizeme inhibitory rozdélit do t¥i skupin. [31] Toto rozdéleni
vSak neni kone¢né, protoze inhibitory mohou pusobit v zavislosti na chemickych,
enzymatickych a fyzikalnich podminkach.

1. Pro amplifikaci DNA je nutnd dostatecna lyze bunék, ¢imz dojde k uvolnéni
nukleovych kyselin. Pfi nedostate¢né lyzi nedochazi k uvolnéni DNA a tim ani
k amplifikaci.  Proteolytické enzym a denaturacni ¢inidla ve vzorcich mohou pusobit
jako inhibitory tim,  ze degraduji enzymy pouzivané pro lyzi. Prvni skupinu tedy tvoii
inhibitory zabranujici lyzy bunék nutné k uvolnéni DNA.

2. Druhou skupinu tvofi inhibitory degradujici cilové nukleové kyseliny. K degradaci
muze dojit vlivem fyzikdlnich, chemickych nebo enzymatickych procesi. Primarni
struktura DNA se miize naruSit hlavné neenzymatickou hydrolyzou, methylaci,
oxida¢nim posSkozenim a enzymatickou degradaci.

3. Inaktivaci termostabilni nukleasy mulze byt zplsobena interferenci s lytickymi
enzymy, které ovliviiuji vazbu mezi cilovou DNA a polymerasou. Proteolytické enzymy
a denaturac¢ni Cinidla maji vliv na polymerasu a proto musi byt ihned po bunécné lyzi
inaktivovany. Vyvadzani nebo denaturaci polymerasy mohou inhibovat zbytky
organickych latek po fenolové extrakci. Dale napt. degradacni produkty bunék, zlucové
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kyseliny, soli zlucovych kyseliny a dal$i faktory. Dulezity je vhodny vybér polymerasy,
kterd umoznuje amplifikaci nukleovych kyseliny bez pfili§ komplikovanych
specifickych tprav vzorku pfed samotnou PCR reakei.

Inhibitory v mléce

Vyzkumy ukazuji, Ze pravdépodobnym inhibitorem je plazmin. Dal§im inhibitorem je
proteinasa pfitomna v mléce, kterd je inaktivovana pii UHT upravé mléka. Je-li vSak
koncentrace mléka od 10 % do 1 % je dostatek mlécnych proteinil, které slouzi jako substrat
pro proteinasu. Pfi koncentracich mléka niZSich nez 0,005 % neni jiz dostatek substratu a
mlécné proteinasy zacinaji degradovat Tag polymerasu a tim inhibuji PCR reakei. [33]

Dalsi zdrojem inhibice jsou vapenaté kationy, které ovliviiuji interakce mezi DNA,
polymerasou a hofecnatymi ionty. Vapenaté ionty se vazou misto hotec¢natych iontd na DNA
polymerasu a tim dochdzi k jeji inaktivaci. Inhibice mlze byt odstranéna vyvazanim téchto
iontl chelata¢nimi ¢inidly nebo zvySenim koncentrace hotecnatych iontd. [34]

1.3.1.4 Latky zvySujici a¢inek PCR
Kromé inhibitord PCR byly popsany latky, které zvysuji ucinek PCR (enhancery). Mezi
tyto latky patii mimo jiné glycerol, MgCl, nebo Triton X-100. [32]

1.3.1.5 Vyuziti PCR

PCR je soucasti analytickych metod a méa Siroké uplatnéni. V neposledni fadé metoda PCR
umoziiuje detekovat Siroké spektrum infekénich Cinitelll (agens). Je tedy mozné s jejim
vyuzitim stanovit puvodce virovych, bakteridlnich, houbovych nebo parazitarnich
onemocnéni. Vyuziti nachazi zejména pro stanoveni infekéniho onemocnéni s obtiznym nebo
dlouhodobym kultiva¢nim prikazem agens (pfedevSim zastupci rodu Mycobacterium,
puvodci pohlavnich ndkaz - Chlamydie, Neisserie, atd.). V lékaiské mikrobiologii,
v onkologii, prenatalni diagnostice ke zjisténi vrozenych metabolicky poruch, k identifikaci
DNA a ur€eni pfibuznosti v soudni medicing, ve sledovani posttransplanta¢nich stavi a
farmakologickém pramyslu. [21+24]

V poslednich letech nachdzi uplatnéni i v potravinaiském pramyslu napt. pii prikazu
bakterii mlé¢ného kvaseni nebo pfi prikazu probiotickych bakterii v mléénych vyrobcich,
potravinovych dopliicich ¢i farmakologickych preparatech. [24]

1.3.2 Magnetické nosice

V soucasné dobé rostou pozadavky na jednoduché, rychlé a G€inné metody pro separaci
DNA v kvalité vhodné pro PCR. Pi1 PCR reakci z redlnych vzorkl potravin mtize dochazet
k fale$n€ negativnim vysledkim, které jsou zplisobeny pfitomnosti inhibitord. [35]
mnozstvi vzorku. Pozornost se zaméiuje na nové metody izolace DNA. Uplatnéni zde
nachazeji zejména magnetické nosi¢e. Nosi¢e miizeme rozd¢lit na anorganické (silikagelové
nosice, ferrity, magnetit aj.) a organické (celuloza, HEMA, dextran, polyvinylchlorid aj.).
[3+35]
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Nosi€ je syntetizovan tak, aby byl chemicky stabilni, odolny vii¢i mikroorganismim a
enzymové degradaci, nerozpustny ve vodé, hydrofilni, snadno manipulovatelny. Mél by mit
dostatecné velky specificky povrch a pocet skupin k navazani ligandu,nizkou cenu a nemél by
interferovat v PCR. V biologickych aplikacich se vyuzivaji supermagnetické nosice, tzn. ze
magnetické vlastnosti jsou vykazovany jen v pfitomnosti magnetického pole. Magnetické
Castice lze pak ze vzorku snadno odstranit pomoci magnetického separatoru. [36+37+38]

Neporézni nosice na bazi ferritu, magnetitu a HEMA a GMA polymerii jsou pfipravovany
disperzni polymeraci 2-hydroxymethylakryldtu a ethylendimethakryldtu v pfitomnosti
magnetitu. Imunomagnetické Castice byly pouzity Hordkem a kol. (2001) na imobilizaci
protilatek a enzymu ¢astic poly(HEMA-co-EDMA). Pti izolaci DNA naSly uplatnéni nosice,
jejichz povrch je pokryt —-COOH skupinami. [35]

1.3.3 Detekce PCR produktu

Detekce PCR produktli je moznd pomoci agar6zové gelové elektroforézy. Nejnovéjsi
zatizeni vyuzivaji spektrofotometrickou detekci interkalujiciho barviva navdzané sondy nebo
detekce sondou emitované fluorescence. [25]

Dosud nejcastéjsi metoda je vizualizace DNA fragmenti v agar6zovém gelu pomoci
barviva ethidium bromid (interkaldrni ¢inidlo, karcinogen), které¢ se vcleniuje mezi baze
dvousrobovice DNA a pod UV svétlem fluoreskuje. Elektroforeticka separace probihd v riizné
hustém agar6zovém gelu.

Jednotlivé fragmenty DNA jsou déleny podle délky a jsou detekovany ve formé¢ bandi.
Velikost vysledného DNA fragmentu je pak porovnana se standardem obsahujicim fragmenty
o znam¢ velikosti. [24] Dulezita je volba typu a koncentrace gelu pro spravné rozdéleni DNA
fragmentli. Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA je uvedeno v Tabulce €. 2. [26]

Agardza je soucast agaru, je to smeés polysacharidi obsazenych v moiskych fasach.
Hlavnim polysacharidem je galaktan sloZzeny z jednotek galaktozy. Pouziva se pro piipravu
gelt pro elektroforetické déleni biopolymerti. [24+26]

Tab. €. 2: Rozmezi molekulovych hmotnosti DNA pro separaci v agar6zovém gelu

Koncentrace agardzy Molekulové hmotnosti
(% w/v) linearnich
molekul DNA (bp)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8—-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2
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2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vyuziti polymerazové ftetézové reakce (PCR) k
identifikaci bakterii druhu Lactococus lactis a poddruhu Lactococcus lactis ssp. lactis
v tvrdych syrech, véetné optimalizace ptipravy vzorkl syrii pro izolaci DNA. DNA v kvalité
vhodn¢ pro PCR byla izolovana pomoci magnetickych c¢astic v pfitomnosti
polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného. Jako kontrola byla pouzita DNA
izolovand metodou fenolové extrakce.

Dal$im cilem bylo ovéfeni spravnosti zatazeni 7 kmenl Lactococcus lactis ze Sbirky
mlékatskych mikroorganismii Laktoflora (CCDM) do poddruhu Lactococcus lactis ssp. lactis
pomoci druhové a subdruhové specifické PCR. Jako kontrola byly pouzity typové kmeny
z Ceské sbirky mikroorganismi Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" a Lactococcus
lactis ssp. cremoris CCM 7414".
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Bakterialni kultury

Byly pouzity kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" a Lactococcus lactis ssp.
cremoris CCM 7414". Kmeny byly ziskany ze Ceské sbirky mikroorganismii (CCM).

Dale byly pouzity kmeny Lactococcus lactis ze Sbirky mlékatskych kultur Laktofora. Pouzité
kmeny Lactococcus lactis jsou uvedeny v Tab. €. 3.

(" .... typovy kmen)

Tab. €. 3: Pouzité mikroorganismy druhu Lactococcus lactis Sbirky mlékarskych
mikroorganismii Laktoflora
Lactococcus lactis ssp. lactis 418/02
Lactococcus lactis ssp. lactis LC 416 Nip+
Lactococcus lactis ssp. lactis 731/03 Nip +
Lactococcus lactis ssp. lactis HMM 4
Lactococcus lactis ssp. lactis S32
Lactococcus lactis ssp. lactis 71/02
Lactococcus lactis ssp. lactis 414/02

3.2 Chemikalie

3.2.1 Chemikalie z komer¢ni sité
Veskeré chemikalie byly v kvalité p.a.

Agar (Lachema, Brno, CR)
Agaréza pro gelovou elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)
Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)
Ethanol pro UV (Lachema, Neratovice, CR)
Ethidiumbromid (Sigma, St. Louis, USA)
Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Serva, Heidelberg, SRN)
Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)
Chlorid sodny (Lachema, Neratovice, CR)
Chloroform (Penta, Chrudim, CR)
Izoamylalkohol (Lachema, Neratovice, CR)
Kyselina borita (Lachema, Neratovice, CR)
Kity pro fluorometrické stanoveni byly komeréné dodany firmou Invitrogen:
0 Quant-iT DNA High Sensitivity DNA Assay Kit (Q 33120) 0,2 ng — 100 ng ds DNA
0 Quant-iT DNA Broad-Range DNA Assay Kit (Q 33130) 2 ng — 1000 ng ds DNA
0 Quant-iT DNA HS reagent (in Kit Q 33120) nebo Quant-iT DNA BR reagent
(in Kit Q 33130)
0 Quant-iT DNA HS buffer (in Kit Q 33120) nebo Quant-iT DNA BR buffer
(in Kit Q 33130)
0 standard 0-10 ng/ul (in Kit 33120) nebo standard 0-100 ng/pl (in Kit Q33130)
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Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Nanéseci pufr (Top Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

PCR vkladaci pufr Red Load (Top Bio, Praha, CR)

PCR vkladaci pufr Yellow Load (Top Bio, Praha, CR)

Proteindza K (Sigma, St. Louis, USA)

RNaza A (Sigma, St. Louis, USA)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan Tris —base (Penta, Chrudim, CR)

DNA standard (Malamité, Moravské Prusy , CR; velikost fragmentt 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500 bp)

3.3. Kultiva¢ni média

e MRS agar s 0,5 % glukozy

MRS médium bylo piipraveno dle navodu dodavatele a pH bylo upraveno na 6,5. Byl pridan
agar (15 g/l) a roztok byl sterilizovan v autoklavu (121 °C, 20 min.). Po vysterilizovani
roztoku byla pfidéna glukéza ve vysledné koncentraci 5 g/l.

e MRS médium s 0,5 % glukozy

MRS médium bylo ptipraveno dle ndvodu dodavatele a pH bylo upraveno na 6,5. Roztok byl
vysterilizovan (121 °C, 20 min.). Po vysterilizovani MRS média byla pfidana gluk6za ve
vysledné koncentraci 5 g/1.

3.4 Roztoky

Pro fedéni roztokt byla pouzita sterilni destilovana voda.
Roztoky byly sterilizovany v autoklavu pii 120 °C po dobu 15 min. (Déle uvadéno: Roztok
byl sterilizovan).

3.4.1 Roztoky pro lyzi bunék, izolaci a purifikaci bakterialni DNA

e Roztok A
Ze zasobnich roztoki bylo odebrano 1 ml 1M Tris HCI (pH 8,0) a 1 ml 0,5M EDTA
(pH 8,0) a bylo ptidano 98 ml destilované vody. Roztok byl sterilizovan.

e Roztok B
K roztoku A byl pfidan lysozym v mnozstvi 3 mg/ml tésné€ ptred pouzitim.

e 10 % SDS
10 g SDS bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody. pH bylo upraveno pomoci n¢kolika
kapek HCl na 7,0 . Celkovy objem byl doplnén do 100 ml. Pti vazeni praskového SDS je
nutno pouzit rousku na usta.
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e Proteindza K
Proteinaza K byla rozpusténa ve sterilni vod¢ a pouzita ve finalni koncentraci 100 pg/ml,
ktera byla uchovavana pti -20 °C v alikvotech.

e RNaza A
Byla pouzita RNé4za A natedéna v TE pufru na kone¢nou koncentraci 100 pg/ml. Roztok byl
uchovavan pii -20 °C.

e Fenol (pH 7,8)
Byl pouzit destilovany fenol o pH 7,8 nasyceny v TE pufru.

e CIZ
Byla smichana smés chloroformu a izoamylakoholu v poméru 24:1.

¢ 3 M octan sodny
Byl pouzit 3M octan sodny o pH 5,2. Roztok byl sterilizovan.

e 1 M Tris pH 8,0
121,1 g Tris bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. pH bylo upraveno pomoci
koncentrované HCI na 8,0. Objem doplnén do 1 I a rozplnén do alikvotii. Roztok byl
sterilizovan.

e 0,5 M EDTA pH 8,0
186,1 g EDTA bylo michanim rozpusténo v 800 ml destilované vody. pH bylo upraveno
postupnym piidanim asi 20 g NaOH, pH bylo sledovano po kazdém ptidavku. EDTA je
rozpusteéno pii pH 8,0. Roztok byl doplnén do objemu 1 1, rozd€len do alikvott a
sterilizovan.

e 1x TE pufr
10 ml 1 M Tris (pH 8,0) a 5 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) bylo rozpusténo v 985 ml
destilované vody. Roztok byl rozdélen do alikvott a sterilizovan.

e | M NaOH
40 g NaOH bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, doplnéno destilovanou vodou do
1 1, rozplnéno do alikvotl a sterilizovano v autoklavu.

3.4.2 Roztoky pro izolaci DNA pomoci magnetického nosice

e 5M NaCl
292,2 g NaCl bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, doplnéno destilovanou vodou do
1 1, rozplnéno do alikvotl a sterilizovano.

e PEG 40 % 6000
40 g PEG 6000 bylo rozpusténo v 60 ml sterilni destilované vody, doplnéno sterilovanou
destilovanou vodou do 100 ml a sterilizovano. Roztok je uchovavan pti 4 °C.
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e 70 % ethanol
Bylo smichdno 70 ml 96 % ethanolu a 26 ml destilované vody.

3.4.3 Magnetické castice Fkol770x

Byly pouzivany magnetické mikrocastice poly(2-hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl
methakrylat (P(HEMA-co-GMA)) (1/1,w/w). Magnetické Castice Fkol770x. = P(HEMA-co-
GMA) 2,2 um/ 0,764 mmol —COOH/g byly pfipraveny disperzni kopolymeraci
2-hydroxyethyl methakrylatu (HEMA) a glycidyl methakryldtu (GMA) v prostfedi kolidni
olejové kyseliny pokryvajici povrch magnetitu Fe;O4. Hydroxylové skupiny na povrchu
mikrocastic byly oxidovany 2 % vodnym roztokem manganistanu draselného v kyselém
prostiedi (2 mol/l H,SO4) na karboxylové skupiny. [35]

3.4.4 Roztoky pro agardézovou gelovou elektroforézu

e 5x TBE pufr
54 g Tris base a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody, ptidano
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0). pH bylo upraveno pomoci 1M NaOH na 7,8. Roztok byl
doplnén do 1 1, rozdélen do alikvoti a sterilizovan v autokladvu. Pfed pouzitim byl roztok
10x ztedén destilovanou vodou.

e Barvici lazen s ethidium bromidem
100 pl ethidium bromidu ze zadsobniho roztoku o koncentraci 5 mg/ml bylo pfidano k
500 ml sterilni destilované vody. Byla tak ptipravena lazen k obarveni gelu o koncentraci
0,5 ul/ml.

3.4.5 Komponenty pro polymerazovou retézovou reakci

Vsechny komponenty byly dodany od spole¢nosti Top Bio, Praha.
Primery byly syntetizovany ve firmé Genera-Biotech, Hradec Kralové.

e Voda pro PCR

e 10x reakéni pufr kompletni ( 750 mM Tris-HCI, pH 8,8; 200 mM (NH4),SO4;
0,1% Tween 20; 25 mM MgCl,)

e Smgs ANTP (10 mM dATP,dCTP, dGTP, dTTP)

e Primery (10 pmol/ul): PALA4 a PALA14

27falla

Sekvence primert jsou uvedeny v kapitole 3.7.6.2 a 3.7.6.3.

e DNA polymerasa Top Bio 1.1 (1U/pl)

e DNA matrice (10 ng/ ul)

e PPP Master Mix (150 mM Tris HCL, pH 8,8; 40 mM (NH4)>SO4; 0,02% Tween
20; 5 mM MgCly; 400 uM dATP; 400 uM dCTP; 400 uM dGTP; 400 uM dTTP; 100 U/ml
Taq Purple DNA polymerazy, stabilizatory, aditiva)

24



3.5 Vzorky syri
Byly pouzity vzorky syrti z komer¢ni sité. Nazev syru, vyrobce a mnozstvi tuku v suSin€ jsou
uvedeny v Tab. €. 4.

Tab. €. 4: Vzorky syrii z komercni sité

Nazev Mnozstvi tuku v susiné (%) Vyrobce
Moravsky bochnik 45 Lactalis KS s.r.o
Dievénice,CR
Eidam platky 30 Madeta a.s.
Ceské Budgjovice, CR
Eidam 40 Miltra
Méste¢ko Trnavka, CR
Ramader volny 45 Tesco
Brno, CR
Sumava blo¢ek 30 Lactalis KS s.r.o
Dievénice, CR
Zamecky syr 45 Jarométicka mlékarna
Jarométice, CR
Emmentaler platky 40 Lactalis s.r.0
Dievénice, CR
Eidamsky syr 30 Moravia Lacto a.s.
Jihlava, CR
Polotvrdy syr s oky 45 Hostex,
Sumperk, CR
Moravsky bochnik 45 Madeta a.s.
Ceské Budgjovice, CR

3.6 Pristroje a pomicky

Analytické vahy Sartorius typ A 200S (Gottlingen AG, SRN)

Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Wesseling-Berzdorf, SRN)

Exikator s pumpou typ N816.3KT.18 (KNF Neuberger, Freigurg, Germany)
Fluorometr Qubit™ (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia)

Fotoaparat Polaroid DS 34 se zlutym filtrem (Polaroide, Cambridge, USA)
Laboratorni vahy KERN 440 (SRN)

Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

Mikropipety Pipetman o objemu 10 pl, 20 pul, 200 pl a 1000 pl (Gilson Medical Electronics
S.A., Viliers-le-Bel, Francie)

Mikrovlna trouba SMW 5020 (Sencor)

Minicentrifuga (National Labnet, Woodbridge, USA)

Spektrofotometr Spekol 1300 (Analytik Jena, Praha, CR), kyvety
Termostat BT 120 (Laboratorni piistroje, Praha, CR)

Termocykler typ MinicyklerT™ PTC-150 (MJ Research, Watertown, USA)
Termocykler typ PTC-200T™ (MJ Research, Watertown, USA)

25



Transluminator EB 20E (Ultra Lum, Paramount, USA)

Zafizeni pro elektroforézu Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad lab., Richmond, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scietific, Woburn, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu Lightning VoltT™ Power Supply, model OSP-300 (Owl
Scientific, Woburn, USA)

Laboratorni sklo a material z plastu

3.7 Metody

Popsané postupy byly provadény dle Spanové a Ritticha (2002): Ugebni texty laboratornich
cviCeni Specialni metody analyzy mikroorganismt I; nepublikovano.

3.7.1 Kultivace a kontrola ¢istoty bakterialni kultury

3.7.1.1 Kultivace bakterii Lactococcus lactis

Bakteridlni kultura narostld v tekutétm MRS médiu s 0,5 % glukozou (asi 1%) byla
preockovana do tekut¢tho MRS média s 0,5 % gluk6zou. Kultivace probihala pii 30 °C po
dobu 48 hodin. Po kultivaci byla provedena kontrola zékalu.

3.7.1.2 Kontrola ¢istoty bakteridlni kultury

Bakterialni kultura narostld v tekutém MRS médiu byla pieockovana na pevné MRS médium
ktizovym roztérem a kultivovana v termostatu pii 30 °C po dobu 48 hodin. Po kultivaci byla
provedena kontrola vzhledu a zabarveni jednotlivych kolonii a nasledné posouzena Cistota
kultury.

3.7.2 Priprava hrubych lyzati bunék

3.7.2.1 Piiprava hrubych lyzatia bunék bakterii Lactococcus lactis

¢ 1,5 ml kultury bun€k narostlé v tekutém MRS médiu byl pfenesen do zkumavky eppendorf.
Suspenze byla centrifugovana pii 14 500 ot./3 min., poté byl slit supernatant a sediment
nechan okapat.

e Ziskany sediment byl rozsuspendovan v 1 ml lyza¢niho roztoku A (viz 3.4.1) — nejprve
bylo ptidano 100 pl roztoku a dokonale promichano, pak bylo ptidano zbyvajici mnozstvi
900 pl a supenze opét byla promichéna.

e Suspenze byla centrifugovana pii 14 500 ot./3 min., po ukonceni centrifugace byl
supernatant opatrné slit, bylo pfidano 500 pl lyza¢niho roztoku B (viz 3.4.1) a vzorek byl
dokonale rozsuspendovan.

e Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny za ob&asného
promichani.

¢ Po inkubaci bylo pfidano 25 pl 10% SDS a 5 pl proteinazyK (100 pg/ml) a promichéno.
Vzorky byly inkubovany do dalsiho dne pti 55 °C.

¢ Dalsi den bylo odebrano 20 pl hrubého lyzatu buné¢k do zkumavky eppendorf pro gelovou
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elektroforézu. Pokud neni vzorek ihned pouzit, je uchovavan v lednici.

e Ke zbyvajicimu vzorku hrubého lyzatu bylo pfidano 10 pl RNazy A (100 pg/ml),
promichéno a inkubovéno pii 37 °C 30 minut.

Takto ptipraveny vzorek byl vhodny pro izolaci a purifikaci DNA.

3.7.3 Izolace a purifikace bakterialni DNA

3.7.3.1 Izolace a purifikace bakterialni DNA metodou fenolové extrakce

e K hrubému lyzatu bunék byl ptidan stejny objem fenolu jako je objem vzorku. Smés byla
promichéana kyvavym pohybem po dobu 4 minut (¢as byl méfen) a centrifugovana pti
14 500 ot./3 min.

¢ Byla odebrana horni vrstva vzorku, ktera obsahovala DNA, do ¢isté zkumavky eppendorf.
Nesméla byt odebrana proteinova mezivrstva.

e K odebrané vodni fazi bylo ptidano 700 ul CIZ smési, opatrné kyvavym pohybem
promichdno po dobu 4 minut a centrifugovano piti 14 500 ot./3min.

¢ Vodni faze byla odebrana do cCisté zkumavky eppendorf.

3.7.3.2 Presrazeni DNA ethanolem

e Ke vzorku DNA byl pfidan 3 M octan sodny v mnozstvi 1/10 objemu vzorku a smés byla
promichéna.

e Byl piidan 1 ml 96% ethanolu a obsah promichan.

e DNA byla ponechana vysrazet po dobu 15 minut pti -20 °C.

e Po vysrdzeni DNA byla smés centrifugovéana pti 14 500 ot./15 min. Supernatant byl opatrné
slit a dale bylo pracovano se sedimentem.

e Sediment byl ususen v exikatoru asi 10 — 15 minut.

e Po ususeni byla DNA rozpusténa ve 500 pl TE pufru. Pro kratké uchovani je vhodné

vvvvvv

3.7.3.3 Izolace a purifikace bakterialni DNA pomoci magnetického nosice

e Separacni smés pfipravend dle Tab. €. 5 byla promichana a nechana inkubovat 15 minut pii
laboratorni teploté. Po inkubaci byly ¢astice s navazanou DNA odseparovany pomoci
magnetu po dobu 15 minut pfi laboratorni teploté.

Tab. &. 5: Separacni smés pro izolaci DNA magnetickym nosicem

Poradi komponent Komponenta Objem komponenty (ul)
1. H,O 200
2. NaCl (5M) 400
3. hruby lyzat bun¢k * 100
4. PEG 6000 (40%) 200
5. Magnetické ¢astice Fkol770x. (2mg/ml) 100
Vysledny objem vzorku 1000

* hruby lyzat byl pfipraven dle 3.7.2.
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3.

3.

Po separaci pomoci magnetu byl supernatant odpipetovan nebo slit ze zkumavky a poté
uvolnén magnet z magnetického pasu.

Zkumavka obsahujici magnetické nosice s navdzanou DNA byla promyta 70% ethanolem,
v mnozstvi jaké méla separaéni smés. Céstice byly separovany pomoci magnetu po dobu 2
minut pii laboratorni teploté.

Po separaci byl supernatant odpipetovan, magnet uvolnén. Zkumavky byly vysuSeny pii
laboratorni teploté nebo v termostatu po dobu 10 min pii teploté 55° C do odpateni
ethanolu.

Vysusend DNA byla eluovana do stejného mnozstvi TE pufru jako bylo hrubého lyzatu

v separacni smési, tj. 100 pl po dobu 30 minut pti laboratorni teploté.

Castice byly odseparovany pomoci magnetu po dobu 2 minut pfi laboratorni teplots.
Eluovana DNA (eluat) byla pfepipetovana do €isté mikrozkumavky.

7.4 Stanoveni koncentrace DNA

7.4.1. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Roztok DNA byl 10x nafedén v TE pufru na celkovy objem 500 pl. Obsah vzorku byl
umistén do spektrofotometrické kyvety o optické délce 1 cm. Jako referenéni vzorek byl
pouzit TE puft.

Kyvety byly umistény do spektrofotometru a byla zmétena absorbance pii vinové délce
260 nm, 280 a 310 nm.

Z poméru absorbanci pfi 260 nm a 280 nm byla stanovena Cistota vzorku DNA.
Maximalni absorbance DNA je pfi 260 nm a bilkovin pfi 280 nm. Pomér absorbanci Cisté
DNA je v rozmezi od 1,8 — 2,0. Obsahuje-li vzorek proteiny je pomér absorbanci niz$i nez
1,8, obsahuje-li vzorek RNA je pomér absorbanci naopak vyssi nez 1,8.

Koncentrace DNA byla vypoctena z hodnoty absorbance pii 260 nm.

Hodnota A[260 nm] = 1 odpovida koncentraci 50 pg/ml dvouretézcové DNA.

3.7.4.2 Fluorometrické stanoveni koncentrace DNA dle navodi vyrobce

Pro fluorometrické stanoveni koncentrace byly pouzity vzorky eluati ziskané po separaci
magnetickym nosi¢em vzorkl.. Byla zde pfili§ nizkd koncentrace pro spektrofotometrické
meéfené.

Byl pfipraven pracovni roztok smichanim 199 pl reakéniho pufru a 1 pl €inidla. Podle
poctu vzorkl bylo pfipraveno dané¢ mnozstvi.

Z ptipraveného pracovniho roztoku bylo odebrano 190 pl a pfidano 10 pl standardu o
koncentraci 0 ng/ml do jedné mikrozkumavky a 10 pl standardu o koncentraci 10 ng/ml do
druhé mikrozkumavky. Vzorky byl inkubovany po dobu 2 minut pfi laboratorni teploté. Po
inkubaci byl fluorometr kalibrovan.

Vzorky byly pfipraveny stejnym zptisobem jako standardy.

Vypocet mnozstvi DNA ve vzorku:
koncentrace DNA = QF hodnota x (200/N)

OF hodnota ..... hodnota na fluorometru
N.... objem pouzitého vzorku
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3.7.5 Gelova elektroforéza bakterialni DNA

e Byl piipraven 0,8 % agarozovy gel (0,8 g agardzy, 100 ml 0,5x TBE pufru), podrobny
postup piipravy, prubéhu elektroforézy a detekce bakterialni DNA viz nize kapitola 3.7.6.5

e Vzorky byly pfipraveny smichanim 10 pl purifikované DNA, 5 pl TE pufrua 3 ul
nanaseciho pufru a naneseny do komurek. Pro detekci DNA v hrubych lyzatech bun¢k bylo
pouzito 20 pl vzorku a 5 p nandseciho pufru.

¢ Pro odhanuti mnozstvi vyizolavané DNA byly nandseny do komutrek hmotnostni standardy
DNA rtznych koncentraci viz kap. 3.7.5.1.

3.7.5.1 Priprava hmotnostnich standardi DNA

Pfipravené hmotnostni standardy dle Tab. ¢. 6 byly pouzity pro gelovou elektroforézu a pro
stanoveni mnozstvi vyizolované DNA. Pro pfipravu hmotnostnich standardi byla pouzita
purifikovand DNA bakterii Lactobacillus salivarius o koncentraci 35 ng/ul (koncentrace
stanovena spektrofotometricky z Azg0 nm)-

Tab. €. 6: Priprava hmotnostnich standardii z DNA o koncentraci 35 ng/ul

Mnozstvi DNA (ng) Vona (ul) Vrg-pute (1) Vstop pufru (1)
35 1 14 3
70 2 13 3
140 4 11 3
210 6 9 3

Podle intenzity téchto hmotnostnich standardli na agar6zovém gelu bylo odhadnuto mnozstvi
vyizolované DNA v analyzovaném vzorku.

3.7.6 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Veskeré reakce probihaly v pfistroji termocykler a byly pouzity primery PALA 4 a PALA 14
k amplifikaci specifického fragmentu bakterii druhu Lactococcus lactis o velikosti 1 131 bp
[27] aprimery 27f a Lla k amplifikaci specifického fragmentu bakterii poddruhu Lactococcus
lactis ssp. lactis. [28]

Primery 27f a Lla umoziji rozliSit poddruh Lactococcus lactis ssp. lactis (amplifikuje se
PCR produkt o velikosti 87 bp) od poddruhu Lactococcus lactis ssp. cremoris (neamplifikuje
se zadny PCR produktu). [28]

3.7.6.1 Priprava PCR smési

PCR smés byla pfipravovana o celkovém objemu 25 pl. Jednotlivé komponenty byly pied
pouzitim kratce centrifugovany a zkontrolovany. Po kazdém piidani dalsi slozky byla smés
diikladné promichéna.
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Pro PCR byla také pfipravena pozitivni kontrola, kde jako DNA matrice byla pouzita DNA
matrice typového kmene ziskand metodou fenolové extrakce. Koncentrace DNA matrice pro
pozitivni kontrolu je 10 ng/pl.

Jako negativni kontrola byla pouzita misto DNA matrice PCR voda. Tato kontrola slouZzi jako
kontrola kontaminace PCR slozZek.

3.7.6.1.1 Piiprava PPP Master Mixi

Pro redlné vzorky syra byl pouzit PPP Master Mix, byl pfipraven smichanim jednotlivych
komponent viz Tab. ¢. 7 a pted PCR reakci byl vzorek kratce zcentrifugovan. S pouzitim PPP
Master Mixu nebylo nutné jiz ptidavat vkladaci pufr. Vzorky byly ihned pouzity pro gelovou
elektroforézu.

Tab. €. 7: Priprava PCR smési s pouzitim PPP Master Mixu

Komponenta Objem (ul)
PPP Master Mix 12,5
5 primer 1
3 primer 1
DNA matrice 1
PCR voda 9,5

PPP Master Mix musi byt 2x nafedén, aby byly dodrZeny findlni koncentrace.

Pro pfipravu vétstho mnozstvi vzorku bylo smichano ur¢it¢é mnozstvi PPP Master Mix,
primert a PCR vody. Pfislusné mnozstvi této reakéni smési (24 ul) pak bylo rozpipetovano do
alikvotll a smichdno s DNA matrici.

3.7.6.2 PCR s primery PALA 4 a PALA 14

Identifikace druhu Lactococcus lactis byla provedena sprimery PALA 4 (5'-
CTTCAACAGACAAGTCC-3") a PALA 14 (5'-GATAAATGATTCCAAGC-3"). PCR
produkt ziskany pomoci primeri PALA 4 a PALA 14 je u druhu Lactococcus lactis amplikon
o velikosti 1 131 bp. [27] SlozZeni PCR sm¢si je uvedeno v Tab. €. 8.

Tab. €. 8: Slozeni PCR smesi (25 ul) s primery PALA 4 a PALA 14

Poradi Komponenta Mnozstvi (ul)
1 voda pro PCR 16,5
2 10x reakéni pufr kompletni 2,5
3 smés ANTP (10 mM) 1
4 PALA 4 (10 pmol/ul) 1
5 PALA 14 (10 pmol/ul) 1
6 DNA polymeraza Top Bio 1.1 (1 U/ pl) 1
7 DNA matrice (10 ng/ pul) 1
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Byl zvolen pftislusny program pro bakterie druhu Lactococcus lactis. V nasem piipad¢é byl
pouzit program PALA4—PALA14, ktery probihal v nasledujicich krocich:

PALA4-PALA14: 1. pocatecni denaturace 94 °C/5 min
2. denaturace 94 °C/1 min
3. pfipojeni primert 45 °C/1 min
4. syntéza DNA 68 °C/2 min

Kroky 2.-4. se opakuji 30 cyklech. V poslednim cyklu byla syntéza
komplementarniho fetézce DNA prodlouzena na 10 min.

3.7.6.3 PCR s pouzitim primeri 27f a Lla

Primery 27f (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") a Lla (5'-
CAGTCGGTACAAGTACCAAC-3") umoznuji v ptitomnosti DNA Lactococcus lactis ssp.
lactis amplifikaci fragmentu o velikosti 87 bp. V ptitomnosti Lactococcus lactis ssp. cremoris
se neamplifikuje zadny fragment. [28] SloZeni PCR sm¢ési viz Tab. €. 9.

Tab. €. 9: Slozeni PCR smési (25 ul) s primery 27f a Lla

Poradi Komponenta Mnozstvi (ul)
1 voda pro PCR 17,5
2 10x reakéni pufr kompletni 2,5
3 smés ANTP (10mM) 1
4 primer 27f (10pmol/ pl) 1
5 primer Lla (10pmol/ pul) 1
6 DNA polymeraza Top Bio 1.1 1
7 DNA matrice (ng/ pl) 1

Byl pouzit program 27f-Lla, ktery probihal v nasledujicich krocich:

27f-LLA: 1. po€atecni denaturace 94 °C/S min
2. denaturace 94 °C/30 s
3. pfipojeni primerQ 55°C/45 s
4. syntéza DNA 72 °C/1 min

Kroky 2.-4. se opakuji 35 cyklech. V poslednim cyklu je posledni krok syntézy
DNA prodlouzen na 3 minuty.

e Po ukonceni PCR reakce doslo k ochlazeni vzorkl v termocykleru na teplotu 10 °C. Pokud
nebyly vzorky pouZity hned pro agar6zovou elektroforézu, byly uchovavany piti — 20 °C.

3.7.6.4 PCR s pouzitim DNA matrice ziskané z 1 bakterialni kolonie

Jednotlivd kolonie narostld na agarové misce byla steriln€é odebrana klickou do
mikrozkumavky s20 pl sterilni vody a rozsuspendovana. Smés byla povafena pomoci
programu BOIL na cykleru, poté kratce zchlazena na ledu a zcentrifugovana. Lyzat bungk je
uchovavan pii — 20 °C.
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3.7.6.5 Agarézova gelova elektroforéza a detekce PCR produkti
Pro detekci PCR produkta byl pfipraven gel o urcité koncentraci viz Tab. €. 10.

Tab. €. 10: Koncentrace agarozového gelu pro detekci PCR produktii

PCR s pouzitim | Velikost PCR | Navazka agarozy | Koncentrace

primert produktu (bp) (g) na 100 ml 0,5x | agar6zového gelu
TBE pufru (%)

PALA 4, PALA 14 | 1131 1,5 1,5

271, Lla 87 2,5 2,5

e Rozvafeny gel byl promichén a ihned nalit do vani€ky s hiebinkem. Gel tuhl asi 1 hodinu
pri laboratorni teploté. Pokud nebyl gel ihned pouzit, byl vlozen do sa¢ku a uchovavan
v lednici.

¢ Vzorky byly pfipraveny smichanim 25 pl PCR smési a 5 pl nanaseciho pufru a naneseny
do komirky.

e Do jedné z komtirek bylo naneseno 5 pul DNA standardu Malamité (100bp). Velikost
fragmentl standardu byla 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a
1500 bp.

e Vanicka s gelem byla umisténa do aparatury a zalita 0,5x TBE pufrem. Gel byl alespon
3 mm zalit TBE pufrem. Na aparatura byl zasunut kryt s kabely, které musi byt spravné
zapojeny. DNA se pohybuje od zaporného pdlu ke kladnému. Byla spusténa samotna
elektroforéza, ta probihala pfi napéti 10 V/1em.

e Po ubéhnuti vzorku do 2/3 gelu byla ukoncena elektroforéza, kabely byly odpojeny a gel
byl vyjmut z aparatury.

¢ Gel byl ponofen do barviciho roztoku s ethidium bromidem (0,5 pg/ml) a ponechan
v roztoku asi 1 hod.

e Po obarveni byl gel oplachnut v destilované vod¢, umistén pod UV-transluminéator
(305 nm) a byla pozorovana cervené fluoreskujici DNA.

e Dokumentace byla provadéna fotografovanim na film TT 667 kamerou CD 34.
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4. VYSLEDKY

4.1 Priprava pozitivni kontroly DNA pro PCR reakci

Pro ptipravu pozitivni kontroly DNA byly pouzity typové kmeny Lactococcus lactis ssp.
lactis CCM 1877" a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414

4.1.1 Kultivace a priprava hrubych lyzati bunék typovych kment

4.1.1.1 Kultivace bakterii

Bunky byly kultivovany v 0,9 ml tekut¢tm MRS médiu obohaceném 0,5% glukdzou.
Kultivace byla provedena dle navoda 3.7.1.

Po kultivaci byla provedena kontrola rtstu jednotlivych kolonii pfeo¢kovanim na pevny MRS
agar kiizovym roztérem.

= Tekuté médium se zakalilo, kultura narostla. Na pevném agaru narostly
jednotlivé kolonie stejného vzhledu a velikosti, kultura je ¢istd a vhodna pro
dalsi pouziti.

4.1.1.2 P¥iprava hrubych lyzati bunék

Hrubé lyzaty bunék kmenti Lactococcus lactis byly ziskany dle kapitoly 3.7.2.

Lyze bun¢k a ptitomnost DNA byla ovéfena agardzovou gelovou elektroforézou, pouzitim
0,8% agardzového gelu (Obr. €. 4). Na gel bylo nandseno 20 pl hrubych lyzatd bunéka a 5 pl
nanaseciho pufru.

Béh ¢. Hruby lyzat bunck Detekce
DNA
1 L.lactis ssp. lactis +
CCM 1877"
2 L.lactis ssp.cremoris +
CCM 74147

+ DNA detekovana
- DNA nedetekovana

Obr. ¢. 4: Agarozova gelova elektroforéza hrubych lyzatu bunék typovych kmenii Lactococcus
lactis

= Pomoci agardézové gelové elektroforézy byla ovéfena pritomnost DNA ve
vzorcich hrubych lyzath bunék. Vzorky Ize pouzit pro purifikaci DNA.
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4.1.2 Izolace a purifikace bakterialni DNA typovych kmenu Lactococcus lactis ssp. lactis
CCM 1877" a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414

Bakterialni DNA byla izolovana z lyzatt bun¢k metodou fenolové extrakce a nasledné byla
vyizolovana DNA pfesrazena ethanolem viz kapitola 3.7.3. Pfitomnost a mnoZstvi
vyizolované DNA bylo ovéteno pomoci 0,8% agardzové gelové elektroforézy (Obr. €. 5).

Na gel bylo nanaSeno 10 pul DNA, 5 ul TE pufru a 3 ul nanaSeciho pufru a hmotnostni
standardy.

Béh DNA Detekce | Poznamka
¢. (ng) DNA
(ng)
1 35 + Hmotnostni
standard
2 70 + Hmotnostni
standard
3 140 ++ Hmotnostni
standard
4 210 ++ Hmotnostni
standard
5 L.lactis ssp. >210
lactis
CCM 1877"
6 L. lactis ssp. >210
cremoris
CCM 7414"
+,++, +++,++++..... intenzita detekce DNA
e DNA nedetekovana

Obr. ¢&. 5: Agarozova gelova elektroforéza DNA typovych kmenii Lactococcus lactis izolované
metodou fenolové extrakce

= Fenolovou extrakci byla vyizolovana DNA ze vSech vzorkli v mnoZstvi vétSim

nez 210 ng/10 pl.
= DNA byla relativné intaktni.
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4.1.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA typovych kmenii

U DNA izolované metodou fenolové extrakce byly spektrofotometricky zméfeny hodnoty
absorbance vzorkl pii 260 nm, 280 nm a 310 nm. Jako referen¢ni vzorek byl pouzit TE pufr.
Nameétené hodnoty jsou uvedeny v Tab. ¢. 11.

Tab. €. 11: Spektrofotometrické stanoveni absorbanci purifikované DNA typovych kmenii
druhu Lactococcus lactis izolované metodou fenolové extrakce

Purifikovana DNA kmene | A (260 nm) | A (280nm) | A (310 nm) | A (260/280 nm) | ¢ (ng/pl)

L.lactis ssp. lactis 1,770 1,018 0,024 1,7 88,85
CCM 18777

L.lactis ssp. cremoris 2,301 1,553 0,031 1,5 115,05
CCM 74147

= Koncentrace DNA ve vzorcich po fenolové extrakcei byla asi 89 ng/ul u kmene
Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 18777 a pomér Ajzeo/Azso je 1,7. U kmene
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" byla koncentrace asi 115 ng/pl a
pomér absorbanci A26()/A280 je 1,5.

4.1.4 PCR typovych kmeni Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" a Lactococcus
lactis ssp. cremoris CCM 7414

4.1.4.1 PCR s pouzitim primeri PALA 4 a PALA 14 k identifikaci typovych kmeni
bakterii druhu Lactococcus lactis a stanoveni citlivosti reakce

Byla provedena amplifikace PCR fragmentu DNA dle kapitoly 3.7.6.2. PCR smés byla
piipravena dle kapitoly 3.7.6.1.

Do PCR smési byla pouzita purifikovand DNA kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCM
1877" a Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" o rizné koncentraci. Jako kontrola
kontaminace slozek PCR smé&si byla misto DNA matrice v PCR smési pouZita voda.

Detekce PCR produktu kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" byla ovéfena
agarozovou gelovou elektroforézou na 1,2% gelu. Vysledky jsou uvedeny na Obr. €. 6.

PCR produkt kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414 byl detekovan na 1,2%
gelu. Detekce PCR produktu je na Obr. €. 7.
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9 10 11 12 13 14

Béh | Mnozstvi DNA Lactococcus lactis ssp. | Detekce PCR
¢. lactis CCM 1877"/ PCR smés produktu
1 standard 100bp zebricek
2 nefedénd DNA (88,85 ng) +++
3 10 ng ++
4 I ng ++
5 100 pg +
6 10 pg -
7 1 pg -
8 100 fg -
9 10 fg -
10 1fg -
11 8,85 ng ++
12 0,89 ng +
13 0,09 ng -
14 NK -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
TP PCR produkt nedetekovan
NK...ooveae negativni kontrola

Obr. ¢. 6: Detekce PCR produkti (1 131 bp) amplifikovanych z riizného mnozstvi DNA kmene

Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877"
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Béh | Mnozstvi DNA Lactococcus lactis ssp. | Detekce PCR
& cremoris CCM 7414"/ PCR smés produktu
1 standard 100bp Zebfticek
2 nefedénd DNA (115,05 ng) +++
3 10 ng +++
4 I ng ++
5 100 pg +
6 10 pg +
7 1 pg -
8 100 fg -
9 10 fg -
10 1 fg -
11 11,51 ng +++
12 1,15ng ++
13 0,12 ng ++
14 NK -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovana
NK..ooois negativni kontrola

Obr. ¢&. 7: Detekce PCR produktu (1 131 bp) ziskanych amplifikaci riizného mnozstvi DNA
kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" s druhové specifickymi primery

= Byla amplifikovan specificky fragment o velikosti 1 131 bp s DNA kmene
Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" a s DNA Lactococcus lactis ssp.
cremoris CCM 7414”.

= Je mozné detekovat PCR produkt po amplifikaci DNA kmene Lactococcus
lactis ssp. lactis CCM 1877" v PCR smési obsahujici 100 pg DNA. U kmene
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 74147 bylo nejnizsi mnozstvi DNA
v PCR smési davajici PCR produkt 10 pg.
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4.1.4.2 PCR s pouzitim primeru 27 f a Lla k identifikaci bakterii Lactococcus lactis ssp.

lactis CCM 1877" a stanoveni citlivosti reakce

Byla provedena amplifikace DNA a detekce PCR produktu o velikosti 87 bp specifickych pro

kmen Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" dle programu 27f — Lla viz kap. 3.7.6.3.

PCR sm¢s byla pfipravena dle kapitoly 3.7.6.1.

Detekce PCR produktu byla ovéfena agar6zovou gelovou elektroforézou. Vysledky jsou
uvedeny na Obr. & 8 pro kmen Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" a Obr. & 9 pro

kmen Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414

Na gel bylo nanaseno 10 pl PCR produktu a 2 pl nanaseciho pufru.

Béh | Mnozstvi DNA Lactococcus lactis ssp. | Detekce PCR
¢. lactis CCM 1877"/ PCR smés produktu
1 standard 100bp zebricek
2 nefedénd DNA (88,85 ng) +++
3 10 ng +++
4 I ng +++
5 100 pg +
6 10 pg +
7 1 pg -
8 100 fg -
9 10 fg -
10 1fg -
11 8,85 ng -+
12 0,89 ng ++
13 0,09 ng +
14 NK -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
T PCR produkt nedetekovan
NK..ooooias negativni kontrola

Obr. ¢. 8: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (87 bp) ziskanych amplifikaci DNA
Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" s primery 27f a Lla
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Béh | Mnozstvi DNA Lactococcus lactis ssp. | Detekce PCR

& cremoris CCM 7414"/ PCR smés produktu

1 standard 100bp zebfticek
2 nefedénd DNA (115,05 ng) -

3 10 ng -

4 I ng -

5 100 pg -

6 10 pg -

7 1 pg -

8 100 fg -

9 10 fg -

10 1fg -

11 11,51 ng -

12 1,15ng -

13 0,12 ng -

14 NK -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
TR PCR produkt nedetekovana
NK...ooovna negativni kontrola

Obr. ¢. 9: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii ziskanych amplifikaci DNA kmene
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" s primery 27f a Lla

= Byl amplifikovan specificky PCR produkt s DNA Lactococcus lactis ssp.
lactis CCM 1877" o velikosti 87 bp. Nejniz§i mnozstvi DNA, které se
amplifikuje pomoci PCR je 10 pg DNA.

= U kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" nebyl amplifikovan
zadny specificky PCR produkt.

= Pomoci téchto primert lze odlisit tyto dva kmeny.
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4.2 Identifikace bakterii druhu Lactococcus lactis v tvrdych syrech

4.2.1 Vybér vzorkii syru

Bylo pouzito 10 vzorkl syra z komercni sité od riiznych vyrobcei a s riznym mnoZzstvim tuku.
Néazev syrt, vyrobce a ¢iselné znaceni vzorkl je uvedeno v Tab. €. 12. V dalsi ¢asti prace bylo
pouzivano oznaceni vzorkt syri ¢. 1 — 10.

Tab. €. 12: Typy syru pouzité k identifikaci bakterii druhu Lactococcus lactis

Vzorek ¢. Nazev Vyrobce
1 Moravsky bochnik, 45%t.v.§ Lactalis KS s.r.o
Dievénice,CR
2 Eidam platky, 30% Madeta a.s.
Ceské Budgjovice, CR
3 Eidam, 40% Miltra
Méste¢ko Trnavka, CR
4 Ramader volny, 45% Tesco
Brno, CR
5 Sumava blo¢ek, 30% Lactalis KS s.r.o
Dievénice, CR
6 Zamecky syr, 45% Jaromé&ficka mlékarna
Jarométice, CR
7 Emmentaler platky, 40% Lactalis s.r.o
Dievénice, CR
8 Eidamsky syr, 30% Moravia Lacto a.s.
Jihlava, CR
9 Polotvrdy syr s oky 45% Hostex,
Sumperk, CR
10 Moravsky bochnik 45% Madeta a.s.
Ceské Budgjovice, CR

4.2.2 Optimalizace pripravy hrubych lyzati bunék ze vzorkii syru

U vSech vzorkli syriit bylo testovano pouziti rizného mnozstvi vzorku syru ¢.1 — 10,
homogenizace a resuspendovani ve sterilni vodé. Pozornost byla vénovana odstranéni tuhych
vzorkl syrti z lyzani smési. Bylo toho dosazeno tim, Ze byl vzorek syrti spolu se sterilni
vodou rozetien ve tfeci misce. Byla odstranéna tukova vrstva filtraci této smési a dale bylo
pracovano jen s filtratem.

Pro optimalizaci izolace bun¢k a ptipravu hrubych lyzati byl zvolen postup, kdy byly pouzity
rizné mnozstvi filtrath ziskané z5 g syra resuspendovanych v 7,5 ml sterilni vody.
Optimalizovany postup piipravy hrubych lyzatt bunék z 1,5 ml a 3 ml filtratu vzorku syru je
uveden v kapitole 4.2.2.1 a4.2.2.2.
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4.2.2.1 Priprava hrubych lyzati bunék z 1,5 ml filtratu vzorki syri

Bylo odvazeno 5 g z kazdého vzorku, vlozeno do tfeci misky a rozetfeno se 7,5 ml sterilni
vody (1,5 ml sterilni vody/1 g vzorku). Po diikladném rozetfeni byl vzorek zfiltrovan pies
sterilni gazu do sterilni zkumavky.

1,5 ml tohoto filtratu bylo odebrano do mikrozkumavky a zcentrifugovéano pti 10 000 ot./5
min. Supernatant byl slit a sediment nechan okapat.

Byl zopakovan piedchozi krok s pouzitim 1ml sterilni vody.

K sedimentu byl pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku B s lysozymem 3mg/ml (nejprve bylo
pridano 100 pl a potom 900 pl) a vzorek byl dikladné rozsuspendovan. Vzorek byl
inkubovan po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teplot¢.

Po 1 hodiné inkubace pfi laboratorni teploté bylo ptidano 50 pl 20% SDS a 5 pl proteindzy
K (1 mg/ml). Vzorky byly inkubovany pii 55 °C do dalsiho dne.

Ptitomnost DNA uvolnéné z bun¢k vzorka tvrdych syrt byla ovéfena gelovou elektroforézou
na 0,8% agardzovém gelu. Vysledky jsou uvedeny na Obr. €. 10.

Béh €. | Vzorek syru €. | Detekce DNA

1 1

2 2 +
3 3 +
4 4 +
5 5 +
6 6 +
7 7 +
8 8 +
9 9 +
10 10 +

+ DNA detekovana
- DNA nedetekovana

Obr. & 10: Agarozova gelova elektroforéza hrubych lyzatii bunék ze vzorku tvrdych syri

¢. 1 —10 (pro lyzy bylo pouzito 1,5 ml filtratu bunék)
- na gel bylo nanédseno 20 pl hrubého lyzatu bun€k a 5 pl nanaseciho pufru

= DNA byla detekovana ve vSech vzorcich syri. Vedle DNA byla detekovana i
RNA. Viskoznéjsi vzorky uvizly v komirkach gelu.

= Takto ptipraveny vzorek je vhodny pro separaci DNA pomoci magnetickych
nosicl a purifikaci DNA fenolovou extrakci.
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4.2.2.2 Priprava hrubych lyzati bunék ze 3 ml filtratu vzorki syri

¢ Byl pouzit stejny postup jako v kapitole 4.2.2.1 s tim rozdilem, ze byly lyzovany bunky ze 3
ml filtratu vzorku syru.

DNA uvolnéna z bunék obsazenych ve vzorku tvrdych syri s pouzitim 3 ml filtratu vzorka

syri byla detekovana gelovou elektroforézou viz. Obr. €. 11. Bylo detekovano vétsi mnozstvi

DNA nez s pouzitim 1,5 ml filtratu vzorka.

Béh €. | Vzorek syru €. | Detekce DNA
s £ 1 (] LB l'"-_ ) fl 1 1
oaseea: - K :
3 3 +
4 4 +
RNA 5 5 +
6 6 +
7 7 +
8 8 +
9 9 +
10 10 +

+ DNA detekovana
- DNA nedetekovana

Obr. & 11: Agarozova gelova elektroforéza hrubych lyzatii bunék ze vzorku tvrdych syri
¢. 1 -10 (pro lyzy pouzity 3 ml filtratu bunék )
- na gel bylo nanaseno 20 pl hrubého lyzéatu bunék a 5 pl nanéseciho pufru

= DNA byla detekovana ve vSech vzorcich tvrdych syrt.

= S pouzitim 3 ml filtratt vzorkl syra bylo detekovano vétsi mnozstvi DNA nez
s pouzitim 1,5 ml filtratu.

= Takto ptipraveny vzorek hrubého lyzatu je vhodny pro separaci pomoci
magnetickych nosic¢ii a fenolovu extrakci DNA.

4.2.3 Izolace DNA z tvrdych syri metodou fenolové extrakce a pomoci magnetického
nosice
DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce a pomoci magnetického nosi¢e Fkol770ox.

Byly pouzity hrubé lyzaty bun¢k ziskané z 1,5 ml filtratu a ze 3 ml filtratu vzorkt syrt €. 1 az
¢. 10.

4.2.3.1 DNA izolovana ze vzorki tvrdych syri ¢. 1 — 10 metodou fenolové extrakce

DNA ze vzorkl hrubych lyzath bunék syra byla izolovana postupem dle kap. 3.7.3. K izolaci
bylo puzito 500 ul hrubého lyzatu bun€k ptipravenych z 1,5 ml a 3 ml filtratu vzorki syru.
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Mnozstvi vyizolované DNA bylo ovéfeno pomoci agar6zové gelové elektroforézy s pouzitim
0,8% gelu (Obr. €. 12 a 13). Podle intenzity hmotnostnich standardd na gelu bylo odhadnuto
detekované mnozstvi DNA v 10 ul a celkové mnozstvi vyizolované DNA v objemu 500 pl.

11 12 13°

Béh | Lyzat bunék Detekce Piiblizné Celkové mnozstvi | Poznamka
¢. vzorku syru izolované mnozstvi izolované DNA
¢. DNA DNA (ng/ 10 ul) (1g/500 pl)

1 35ng + Hmotnostni
standard

2 70 ng + Hmotnostni
standard

3 140 ng ++ Hmotnostni
standard

4 210 ng ++ Hmotnostni
standard

5 1 + 35 1,75

6 2 + 35 1,75

7 3 + >35 > 1,75

8 4 + 70 3,5

9 5 ++ 140 7,0

10 6 + <35 <1,75

11 7 +++ >210 > 10,5

12 8 +++ >210 > 10,5

13 9 +++ > 210 > 10,5

14 10 + <35 <1,75

+, ++, +++..... intenzita detekce DNA
T DNA nedetekovana

Obr. & 12: Gelova elektroforéza DNA izolované fenolovou extrakci ze vzorkii syrii ¢. 1 - 10
(pouzit hruby lyzat bunék z 1,5 ml vzorkii syrii)
- na gel bylo nanaseno 10 ul DNA, 5 ul TE pufru a 3 ul nanédseciho pufru a
hmotnostni standardy
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10 11 12 13 14

Béh Lyzat Detekce Priblizné mnozstvi | Celkové mnoZstvi Poznamka
¢. bun¢k izolované | vyizolované¢ DNA izolované DNA
vzorku ¢. DNA (ng/10 pl) (ng/500 pl)

1 35 ng + Hmotnostni
standard

2 70 ng + Hmotnostni
standard

3 140 ng ++ Hmotnostni
standard

4 210 ng ++ Hmotnostni
standard

5 1 ++ 70 3,5

6 2 + 35 1,75

7 3 + 35 > 1,75

8 4 + <35 <1,75

9 5 +++ > 210 > 10,5

10 6 + <35 <1,75

11 7 +++ >210 > 10,5

12 8 +H++ >210 > 10,5

13 9 4+ >210 > 10,5

14 10 + <35 <1,75

+, ++, +++..... intenzita detekce DNA
TR DNA nedetekovana

Obr. €. 13: Gelova elektroforéza DNA izolované fenolovou extrakci ze vzorku syrii ¢. 1 — 10

(pouzit hruby lyzat bunék ze 3 ml vzorkii syrii)
- na gel bylo nanaseno 10 ul DNA, 5 ul TE pufru a 3 pl nanéaseciho pufru a
hmotnostni standardy

= Pomoci fenolové extrakce byla vyizolovana DNA ze vSech vzorkli syrl
v ruzné koncentraci od 3,5 ng/ ul do 21 ng/ pl. U vzorkli z vét§iho mnozstvi
filtratu bylo detekovano vétsi mnozstvi DNA.

= DNA je ¢astecné degradovana. Jeji mnozstvi je postacujici pro PCR, kde bude
testovana.
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4.2.3.2 Separace DNA ze vzorkii tvrdych syri €. 1 — 10 pomoci magnetického nosice

¢ K separaci magnetickym nosi¢em byly pouzity hrubé lyzaty bunék (100 pl) ptipraveny z 1,5

ml a 3 ml filtratu vzorki syri.

¢ V mikrozkumavkéch byla ptipravena separa¢ni smés s nosicem dle navodu kap. 3.7.3.3,

kde je uveden i postup separace. Vysledna koncentrace PEG 6000 je 8 % a NaCl je 2,5 M.
DNA separovana pomoci magnetickych nosict eluovana do TE pufru (eluat) a DNA, ktera
zustala v supernatantech po separaci, byla detekovana na 0,8% agardézovém gelu. Mnozstvi
vzorku nandseného na gel a postup ptipravy viz kap. 3.7.5. Vysledky jsou uvedeny na Obr. ¢.
14 a 15. Mnozstvi vyizolované DNA bylo odhadnuto podle intenzity hmotnostnich standarda.

10 11 12 13 14

DNA

10 11 12 13 14

DNA

Rada | DNA Detekce Ptiblizné mnozstvi Celkové mnozstvi Poznémka
A DNA v vyizolované DNA v izolované DNA
Béh €. | vzorku | eluatech eluatech (ng/10 pl) (ng/100 ul)
¢.

1 35 ng + Hmotnostni
standard

2 70 ng + Hmotnostni
standard

3 140 ng ++ Hmotnostni
standard

4 210 ng ++ Hmotnostni
standard

5 1 - <35 <0,35

6 2 - <35 <0,35

7 3 - <35 <0,35

8 4 - <35 <0,35

9 5 - <35 <0,35

10 6 - <35 <0,35

11 7 - <35 <0,35

12 8 - <35 <0,35

13 9 - <35 <0,35

14 10 - <35 <0,35
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Rada B | Supernatant | Detekce DNA MnozZstvi Celkové mnozstvi | Poznamka
Béh ¢. ze vzorki €. | v vyizolované izolované DNA
supernatantech | DNA (ng/10 pl) (ug/100 pl)
1 35 ng + Hmotnostni
standard
2 70 ng + Hmotnostni
standard
3 140 ng ++ Hmotnostni
standard
4 210 ng ++ Hmotnostni
standard
5 1 - <35 <0,35
6 2 - <35 <0,35
7 3 - <35 <0,35
8 4 - <35 <0,35
9 5 - <35 <0,35
10 6 - <35 <0,35
11 7 - <35 <0,35
12 8 - <35 <0,35
13 9 - <35 <0,35
14 10 - <35 <0,35
+, ++, +++..... intenzita detekce DNA e DNA nedetekovana

Obr. €. 14: Agardzova gelova elektroforéza DNA separované ze vzorkii syri ¢. 1 — 10 pomoci
magnetického nosice Fkol770x. (pouzito 100 ul hrubého lyzatu z 1,5 ml vzorku

syrii)

- na gel bylo nandseno 10 pl DNA, 5 pl TE pufru a 3 pl nanédseciho pufru a
hmotnostni standardy
A: DNA eluovana z nosice
B: DNA v supernatantech

46




9 10 11 12 13 14

DNA

10 11 12 13 14

Rada DNA Detekce Piiblizné Celkové mnozstvi Poznamka
A vzorku €. DNA v mnozstvi DNA izolované DNA
Béh ¢. eluatech (ng/10 pl) (ug/100 pl)

1 35 ng + Hmotnostni
standard

2 70 ng + Hmotnostni
standard

3 140 ng ++ Hmotnostni
standard

4 210 ng ++ Hmotnostni
standard

5 1 - <35 <0,35

6 2 - <35 <0,35

7 3 - <35 <0,35

8 4 - <35 <0,35

9 5 - <35 <0,35

10 6 - <35 <0,35

11 7 - <35 <0,35

12 8 - <35 <0,35

13 9 - <35 <0,35

14 10 - <35 <0,35
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Rada B | Supernatant | Detekce DNA v MnozZstvi Celkove Poznamka
Béh €. | ze vzorkil €. | supernatantech vyizolované mnozstvi
DNA (ng/10 pl) izolované
DNA
(1g/100 pl)
1 35ng + Hmotnostni
standard
2 70 ng + Hmotnostni
standard
3 140 ng ++ Hmotnostni
standard
4 210 ng ++ Hmotnostni
standard
5 1 - <35 <0,35
6 2 - <35 <0,35
7 3 - <35 <0,35
8 4 - <35 <0,35
9 5 - <35 <0,35
10 6 - <35 <0,35
11 7 - <35 <0,35
12 8 - <35 <0,35
13 9 - <35 <0,35
14 10 - <35 <0,35
+, ++, +++..... intenzita detekce DNA
SO DNA nedetekovana

Obr. ¢&. 15: Agarozova gelova elektroforéza DNA separované ze vzorkii syrii ¢. 1 - 10 pomoct
magnetického nosice Fkol 770x. (pouzito 100 ul hrubého lyzatu bunek ze 3 ml

vzorki syrii)

- na gel bylo nanaseno 10 ul DNA, 5 ul TE pufru a 3 ul nanédseciho pufru a
hmotnostnich standardii
A: DNA eluovana z nosice
B: DNA v supernatantech

= Pomoci magnetického nosice Fkol770x bylo v eluatech detekovano mnozstvi

DNA mensi nez 3,5 ng/pl, které nebylo pomoci

elektroforézy vizualizovano.
= Zadna DNA nebyla pomoci metody agardézové gelové elektroforézy
detekovana ani v supernatantech.

agarozové gelové
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4.2.4 Stanoveni koncentrace DNA ziskané ze vzorkii syrii ¢. 1 — 10 fenolovou extrakei a
pomoci magnetického nosice

Pomoci spektrofotometru a fluorometru byla zmétena absorbance vSech vzorki DNA
izolovanych fenolovou extrakci a pomoci magnetickych nosicti (DNA v eluatech).

4.2.4.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA ziskané ze vzorki syri
fenolovou extrakei

Byly zméteny absorbance vzorku o objemu 500 pl pfi 260 nm, 280 nm a 310 nm. Navody viz
kap. 3.7.4.1. Namétené hodnoty jsou uvedeny v Tab. ¢. 13.

Tab. €. 13: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolovanych z deseti vzorkii
tvrdych syru z 1,5 ml filtratu a 3 ml filtratu fenolovou extrakci

DNA po fenolové extrakei; 1,5 ml filtratu

Vzorek ¢. | A (260 nm) A (280 nm) A (310 nm) ¢ (ug/ml)
1 0,372 0,24 0,075 18,6
2 0,595 0,406 0,069 29,75
3 0,267 0,247 0,067 13,35
4 0,24 0,217 0,063 12
5 0,428 0,336 0,072 214
6 0,254 0,275 0,084 12,7
7 0,476 0,345 0,07 23,8
8 0,325 0,376 0,07 16,25
9 0,265 0,262 0,066 13,25
10 0,255 0,326 0,075 12,75

DNA po fenolové extrakci; 3 ml filtratu

Vzorek ¢. | A (260 nm) A (280 nm) A (310 nm) ¢ (ug/ml)
1 0,389 0,268 0,039 19,45
2 0,607 0,401 0,06 30,35
3 0,614 0,349 0,025 30,7
4 0,582 0,391 0,047 29,1
5 0,524 0,365 0,019 26,2
6 0,201 0,18 0,032 10,05
7 0,599 0,382 0,036 29,95
8 0,742 1,143 0,068 37,1
9 0,74 1,032 0,072 37
10 0,529 0,527 0,041 26,45

= Koncentrace DNA vyizolovana a purifikovand ze vzorkd tvrdych syrii se
pohybovala od 10 pg/ml do 37 pg/ml. Ze 3 ml filtratu bylo izolovano vétsi
mnozstvi DNA nez z 1,5 ml filtratu.

= DNA byla izolovana v dostate¢ném mnozstvi pro PCR.
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4.2.4.2 Fluorometrické stanoveni koncentrace DNA ziskanych ze vzorkia syri ¢. 1 — 10
separaci pomoci magnetického nosice

Pomoci fluorometru byla zmétena koncentrace DNA eluath separovanych pomoci
magnetickych nosi¢ii ze vzorka tvrdych syrii. Objem méieného vzorku byl 10 pl.

Navody na piipravu vzorkl a vypocet koncentrace viz kap. 3.7.4.2.

Vysledky jsou uvedeny v Tab. €. 14.

Tab. €. 14: Fluorometricke stanoveni koncentrace DNA v eludtech po izolaci magnetickym
nosicem ze 100 ul hrubych lyzatu bunék pripravenych z 1,5 ml a 3 ml filtratu
vzorkii syrii ¢. 1 - 10

Eluéty ziskané z 1,5 ml filtratu bun&k Eluéty ziskané ze 3 ml filtrdtu bun&k

Eluat DNA Eluat DNA
vzorku €. | QF hodnota | c (ug/ml) vzorku €. QF hodnota ¢ (ng/ml)

1 7,97 0,159 1 2,48 0,049

2 8,44 0,168 2 3,65 0,073

3 7,89 0,157 3 19 0,380

4 3,22 0,64 4 3,75 0,075

5 6,85 0,137 5 28,2 0,564

6 1,55 0,031 6 10,4 0,208

7 8,03 0,160 7 7,01 0,140

8 20,2 0,404 8 18,6 0,372

9 14.4 0,288 9 26,6 0,532

10 15,1 0,302 10 16,8 0,336

= Koncentrace DNA izolované ze vzorkl syrti pomoci magnetickych nosict byly
ruzné od 0,031 pg/ml po 0,532 pg/ml.
= Mnozstvi DNA je postacujici pro PCR.

4.2.5 PCR s pouzitim primeriit PALA 4 a PALA 14 a DNA izolované ze vzorki syru
¢.1-10

V této reakci se amplifikuje specificky fragment o velikosti 1 131 bp specificky pro druh

Lactococcus lactis.

Jako DNA matrice byla pouzita nefedénd DNA izolované ze vzorkl tvrdych syrii fenolovou

extrakci a DNA izolovana ze vzorkl tvrdych syri magnetickym nosi¢em.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA matrice kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCM

1877" ziskana metodou fenolové extrakce (koncentrace 10 ng/ul) a Lactococcus lactis ssp.

cremoris CCM 7414" ziskana metodou fenolové extrakce (koncentraci 1 ng/pl).

4.2.5.1 PCR s pouzitim DNA matrice izolované ze vzorki tvrdych syri fenolovou
extrakci

PCR sme¢s byla ptipravena dle kap. 3.7.6.1. a 3.7.6.2.
Jako DNA matrice byla pouzita nefedénd DNA (1ul a 3 pl) vyizolovana z deseti vzorkl syrt
fenolovou extraket.
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4.2.5.1.1 PCR s pouzitim 1 pl DNA matrice ziskané fenolovou extrakci z 1,5 ml a ze 3 ml
filtratu vzorku syru ¢. 1-10

Vysledky jsou uvedeny na Obr. €. 16 a na Obr. ¢. 17.

I 2730 4. 5.6 T "l 9 10 USSR

DNA po fenolové extrakei ( 1,5 ml filtratu)

Béh €. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka
1 standard 100 bp
2 1 +
3 2 +++
4 3 -

5 4 +
6 5 ++
7 6 +++
8 7 ++
9 8 +
10 9 -
11 10 +
12 NK -
13 PK1 ++
14 PK2 ++

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
U PCR produkt nedetekovan

NK.o negativni kontola
PKl....coovinnns pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2............... pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. ¢&. 16: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych z
DNA vzorkui syrii ¢. 1 — 10. K amplifikaci byla pouzita DNA (1 ) ziskand
fenolovou extrakci z 1,5 ml filtratu bunék.
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1.2 34 56,7 6 9 10 HASSISESIARHE

«1131b

DNA po fenolové extrakei (3 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznéamka
1 1 ++
2 2 +++
3 3 +
4 4 ++
5 5 ++
6 6 +++
7 7 ++
8 8 ++
9 9 ++
10 10 +
11 standard 100 bp
12 NK -
13 PK1 ++
14 PK2 ++
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovan
NK.oo negativni kontola
PKl...ooovvnenen. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)
PK2............. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. & 17: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych ze
vzorkit syru ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (1 ul) ziskana fenolovou extrakci ze 3 ml
filtratu bunéek

= Byl amplifikovan specificky fragment DNA o velikosti 1131 bp u vSech

vzorki DNA (1 — 10) izolovanych z 3 ml filtratu. S pouzitim 1 pl DNA
matrice z 1,5 ml filtratu tvofili vyjimku vzorek ¢. 3 a €. 9.
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4.2.5.1.2 PCR s pouzitim 3 pl DNA matrice ziskané fenolovou extrakci z 1,5 ml a ze 3 ml
filtratu vzorku syru ¢. 1-10

Byly pfipraveny PCR smési s 3 ul DNA matrice a provedena PCR. Detekce PCR produktt
jsou uvedeny na Obr. ¢. 18 a €. 19.

4 § 6 7 8 91011 12 13 14

« 1131 bp

DNA po fenolové extrakei ( 1,5 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznéamka

1 1 +

2 2 +++

3 3 -

4 4 +

5 5 ++

6 6 +++

7 7 ++

8 8 +++

9 9 ++

10 10 +

11 standard 100 bp
12 NK -

13 PK1 ++

14 PK2 ++

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
T PCR produkt nedetekovan

NK..ooooine negativni kontola
PKI....coovnines pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)
PK2............... pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. ¢&. 18: Gelova elektroforéza PCR produktit (1 131 bp) amplifikovanych z DNA vzorkii
syrii ¢. 1 — 10. Pro amplifikaci byla pouzita DNA (3 ul) izolovana fenolovou
extrakci z 1,5 ml filtratu bunék.
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s o — 1131 bp

...,-—--—

DNA po fenolové extrakei (3 ml filtratu)

Béh €. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka
1 standard 100 bp
2 1 +
3 2 ++
4 3 +
5 4 +
6 5 ++
7 6 +++
8 7 ++
9 8 +++
10 9 ++
11 10 +
12 NK -

13 PK1 ++
14 PK2 ++

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovan

NK.ooiiin negativni kontola
PKI....cooonits pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2.........nel pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. ¢&. 19: Gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych z DNA vzorkii
syrii ¢. 1 — 10. Pro amplifikaci bylo pouzito DNA (3 ul ) izolované fenolovou
extrakci ze 3 ml filtratu bunék.

= Byl detekovan specificky fragment DNA o velikosti 1 131 bp u vSech vzorkl

DNA (1 - 10) izolovanych ze 3 ml filtratu s pouzitim 3 ul DNA matrice a z 1,5
ml filtratu s pouzitim 3 pl DNA s vyjimkou vzorku €. 3.
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4.2.5.2 PCR s pouzitim DNA matrice izolované ze vzorkii syri pomoci magnetického
nosice

PCR smés byla ptipravena dle kapitoly 3.7.6.1. a 3.7.6.2. Jako DNA matrice byla pouzita

nefedénd DNA o objemu 1 pl a 3 pl vyizolovand z deseti vzorkt syra (100 pl hrubych lyzata

z 1,5 ml filtratu a 3 ml filtratu) pomoci magnetickych nosict.

4.2.5.2.1 PCR s puzitim 1 pl DNA matrice ziskané ze vzorka syru ¢. 1 - 10 pomoci
magnetického nosice

Vysledky amplifikace jsou uvedeny na Obr. €. 20 a €. 21.
2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 1314

DNA po SPRI (1,5 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka

1 1 +

2 2 +++

3 3 -

4 4 -

5 5 -

6 6 -

7 7 -

8 8 -

9 9 -

10 10 -

11 standard 100 bp
12 NK -

13 PK1 ++

14 PK2 ++

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
U PCR produkt nedetekovan

NK.oo negativni kontola
PKl...ooovnennnn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2.........oeets pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. ¢&. 20: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych ze
vzorku syri ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (1 ul) ziskana pomoci SPRI ze 100 ul
hrubych lyzatu pripravenych z 1,5 ml filtratu bunék
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9 10 11 12

13 14

DNA po SPRI (3 ml filtratu)
Béh ¢. Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznamka
1 1 +
2 2 +++
3 3 +
4 4 +
5 5 ++
6 6 +++
7 7 ++
8 8 +++
9 9 ++
10 10 +
11 standard 100 bp
12 NK -
13 PK1 ++
14 PK2 ++
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovan
NK.ooiin negativni kontola
PKI....cooonints pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2.........eel pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. €. 21: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych ze
vzorkii syrii ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (1 ul) ziskana pomoci SPRI ze 100 ul
hrubych lyzatu pripravenych ze 3 ml filtratu bunék

= S pouzitim DNA ze 100 pl hrubych lyzatt bun¢k ptipravenych z 1,5 ml filtratu
se amplifikoval PCR produkt jen u vzorku €. 1 a ¢. 2. Byl amplifikovan
specificky fragment DNA (1 131 bp) u vSech vzork syrii izolované ze 100 pl
hrubych lyzath ptipraveny z 3 ml filtratu bun€k s pouzitim 1 ul DNA matrice
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4.2.5.2.2 PCR s puzitim 3 pl DNA matrice ziskané ze vzorki syra ¢. 1 — 10 pomoci

magnetického nosice

Vysledky amplifikace 3 pl DNA ze 100 pl hrubych lyzath bunék piipravenych z 1,5 ml
filtratu a ze 3 ml filtratu vzorku syrt izolovanych pomoci SPRI jsou uvedeny na Obr. ¢. 22 a

na Obr. €. 23.
S G TRoR 00 Al011512 2304
DNA po SPRI (1,5 ml filtratu)
Béh €. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka
1 1 +
2 2 +++
3 3 -
4 4 -
5 5 +
6 6 +
7 7 +
8 8 +++
9 9 ++
10 10 -
11 standard 100 bp
12 NK -
13 PK1 ++
14 PK2 ++
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
TR PCR produkt nedetekovan
NK.ooiiin negativni kontola
PKI....coonints pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2...........e pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. €. 22: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych ze
vzorkii syrut ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (3 ul) ziskana pomoci SPRI ze 100 ul

hrubych lyzatu pripravenych z 1,5 ml filtratu bunék
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9 1011 12 13 14

DNA po SPRI (3 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka
1 1 ++
2 2 +++
3 3 ++
4 4 +
5 5 +
6 6 ++
7 7 +
8 8 +++
9 9 +
10 10 +
11 standard 100 bp
12 NK -
12 NK -
13 PK1 ++
14 PK2 ++
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
U PCR produkt nedetekovan
NK.oon negativni kontola
PKl...o.oovnennn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2.........onent pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. &. 23: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (1 131 bp) amplifikovanych ze
vzorkit syru ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (3 ul) ziskand pomoci SPRI ze 100 ul
hrubych lyzatu pripravenych z 3 ml filtratu bunék

= Specificky PCR produkt (1 131 bp) pro Lactococcus lactis byl detekovan
s pouzitim DNA izolované pomoci magnetického nosice u vsech vzorki syri
¢. 1 — 10 s pouzitim 3 pl DNA matrice, zatimco s pouzitim 1,5 ml filtratu
davaly 3 vzorky syrt (€. 3, 4 a 10) falesn¢ negativni vysledek.
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4.2.6 PCR s pouzitim primeru 27f a Lla a DNA izolované ze vzorki syra ¢. 1 - 10

Tyto primery umoziuji v pfitomnosti DNA Lactococcus lactis ssp. lactis amplifikaci
specifického fragmentu o velikosti 87 bp. V ptitomnosti Lactococcus lactis ssp. cremoris se
neamplifikuje Zadny fragment. [28]

Jako DNA matrice byla pouzita nefedénd DNA izolovana ze vzorkl tvrdych syrii fenolovou
extrakci a DNA izolovana ze vzorkl tvrdych syri magnetickym nosi¢em Fkol770x.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA matrice kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCM
1877" ziskana metodou fenolové extrakce o koncentraci 10 ng/ pl a Lactococcus lactis ssp.
cremoris CCM 7414" ziskana metodou fenolové extrakce o koncentraci 10 ng/ pl.

4.2.6.1 PCR s pouzitim DNA matrice izolované ze vzorki tvrdych syri fenolovou
extrakei

PCR smés byla ptipravena dle kap. 3.7.6.1. a 3.7.6.3. Jako DNA matrice byla pouzita
nefedénd DNA vyizolovana z deseti vzorkt syri fenolovou extrakeci.
Amplifikace specifického fragmentu DNA jsou uvedeny na Obr. €. 24 a €. 25.

4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14
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DNA po FE (1,5 ml filtratu)

Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznéamka
1 1 +
2 2 ++
3 3 +
4 4 ++
5 5 ++
6 6 -
7 7 +++
8 8 +++
9 9 +++
10 10 ++
11 standard 100 bp
12 NK -
13 PK1 ++
14 PK2 -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu

U PCR produkt nedetekovan

NK..ooooi negativni kontola

PKl.......eoeon. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)

PK2......c..een. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/ul)

Obr. ¢. 24: Agardzova gelova elektroforéza PCR produktit amplifikovanych ze vzorkii syru
¢. I —10. Byla pouzita DNA (1 ul) ziskana z 1,5 ml filtratu bunéek fenolovou

extrakci
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1 23 45 6 7 8 9101112 13 14

DNA po FE (3 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka

1 1 +

2 2 +

3 3 +

4 4 +

5 5 +

6 6 +

7 7 +++

8 8 +++

9 9 +++

10 10 +

11 standard 100 bp
12 NK -

13 PK1 ++

14 PK2 -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
T PCR produkt nedetekovan

NK..ooo negativni kontola
PKI......ovenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2...cooeninnn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/ul)

Obr. ¢&. 25: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktiit amplifikovanych ze vzorkii syrii
¢. 1 —10. Byla pouzita DNA (1 pl) ziskand ze 3 ml filtratu bunék fenolovou
extrakci

= Byl detekovan fragment o velikosti 87 bp, ktery je specificky pro kmen
Lactococcus lactis ssp. lactis u vSech vzorkit DNA izolovanych ze 3 ml
filtratu.

= U DNA izolované z 1,5 ml filtratu se neamplifikovala DNA ze vzorku ¢.6.
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4.2.6.2 PCR s pouzitim DNA matrice izolované ze vzorki tvrdych syri pomoci

magnetického nosice

PCR smés byla ptipravena dle kap. 3.7.6.1. a 3.7.6.3. Jako DNA matrice byla pouzita

nefedénd DNA vyizolovana z deseti vzorkt syri fenolovou extrakeci.

Amplifikace specifického fragmentu DNA jsou uvedeny na Obr. €. 26 a €. 27.

5

7 8 9 10 /11 1213 14

-
4

DNA po SPRI (1,5 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznéamka
1 | -
2 2 +
3 3 +
4 4 +
5 5 ++
6 6 -
7 7 +++
8 8 +++
9 9 +++
10 10 -
11 standard 100 bp
12 NK -
13 PK1 +++
14 PK2 -
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovan
NK..oooes negativni kontola
PKl......oovnne. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)
PK2.....coenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/pl)

Obr. &. 26: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (87 bp) amplifikovanych ze vzorkii

syrii ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (1 ul) ziskana ze 100 ul hrubych lyzatu
pripravenych z 1,5 ml filtratu bunék pomoci SPRI
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1 2 3 45 6 7 8 9 10 111213 14

DNA po SPRI (3 ml filtratu)
Béh ¢. | Vzorek syru €. | Detekce PCR produktu Poznamka

1 1 +

2 2 +

3 3 +

4 4 +

5 5 +

6 6 -

7 7 +++

8 8 +++

9 9 ++

10 10 ++

11 standard 100 bp
12 NK -

13 PK1 +++

14 PK2 -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
T PCR produkt nedetekovan

NK..ooo negativni kontola
PKI......ovenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2...cooeninnn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/ul)

Obr. ¢&. 27: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (87 bp) amplifikovanych ze vzorkii
syrit ¢. 1 — 10. Byla pouzita DNA (1 ul) ziskana ze 100 ul hrubych lyzatu
pripravenych ze 3 ml filtratu bunék pomoci SPRI

= Specifické PCR produkty pro kmeny Lactococcus lactis ssp. lactis byly
detekovany u vSech vzork syri s pouzitim 1 pul DNA matrice izolované
pomoci SPRI, s vyjimkou vzorku €. 1, 6 a 10 pfipravenych z 1,5 ml filtratu
bunék a u vzorku €. 6 ze 3 ml filtratu.
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4.2.7 Shrnuti vysledki amplifikace DNA izolované ze vzorkii syru

V Tab. €. 15 jsou shrnuty vysledky amplifikace riiznych mnozstvi DNA izolované ze vzorka
syra €. 1 — 10 z 1,5 ml filtratu s pouzitim rizné metody izolace a riznymi primery pro PCR
smes.

Tab. €. 15: Amplifikace DNA (1ul a 3 ul) izolované z 1,5 ml filtratu vzorkii syru ¢. 1 — 10
pomoci fenolové extrakce (FE) a pomoci magnetickych nosicu (SPRI)

DNA PCR produkt/ primery/ metoda izolace /DNA (ul) v PCR smési
VZORKU PALA 4, PALA 14 271, Lla
SYRU ¢. FE SPRI FE SPRI
1 ul 3ul 1l 3ul 1 ul 3ul
1 + + + + + -
2 + + + + + +
3 - - - - + +
4 + + - - + +
5 + + - + + +
6 + + - + - -
7 + + - + + +
8 + + - + + +
9 - + - + + +
10 + + - - + _
PK 1 + + + + + +
PK 2 + + + + - _
NK - - - - - -
Fo PCR produkt detekovan
e, PCR produkt nedetekovan
PKl1............... pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877"
PK2.............. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414"
NK..oois negativni kontola
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Vysledky amplifikace riizného mnozstvi DNA izolované ze vzorka syrit €. 1 — 10 ze 3 ml
filtratu s pouzitim rizné metody a izolace a s pouzitim riznych primerd pro PCR smés jsou
uveden v Tab. €. 16.

Tab. €. 16: Amplifikace DNA (1ul a 3 pl) izolované ze 3 ml filtratu vzorkii syrii ¢. 1 — 10
pomocl fenolové extrakce (FE) a pomoci magnetickych nosicit (SPRI)

DNA PCR produkt/ primery/ metoda izolace /DNA (ul) v PCR smési
VZORKU PALA 4, PALA 14 271, Lla
SYRU ¢. FE SPRI FE SPRI
1 ul 3ul 1l 3ul 1 ul 3ul
1 + + + + + +
2 + + + + + +
3 + + + + + -
4 + + + + + +
5 + + + + + +
6 + + + + + -
7 + + + + + +
8 + + + + + +
9 + + + + + +
10 + + + + + +
PK 1 + + + + + +
PK 2 + + + + - -
NK - - - - - -
Fo PCR produkt detekovan
e, PCR produkt nedetekovan
PKl1............... pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877"
PK2.............. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414"
NK..oo negativni kontola

= Doslo k amplifikaci DNA ze vSech vzorki syra. S pouzitim vét§tho mnozstvi
filtratu vzorkid syrit bylo amplifikovdno vétsi mnozstvi vzorkd. Byla zaroven
detekovana piritomnost bakterii druhu Lactococcus lactis.

= Specificky PCR produkt druhu Lactococcus lactis byl detekovan po
amplifikaci ze 3 pul DNA izolované fenolovou extrakci a 1 ul DNA izolované
pomoci SPRI ze 3 ml filtratu u vSech vzorki.

= Specificky PCR produkt pro poddruh Lactococcus lactis ssp. lactis byl
detekovan u vSech vzorkti DNA izolovanych pomoci SPRI.
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4.3 Taxonomické zarazeni 7 kmenu Lactococcus lactis

K identifikaci bylo pouzito 7 kmenl Lactococcus lactis ssp. lactis (producenti nisinu a
kontrolni kmeny) ze Sbirky mlékaiskych mikroorganismii Laktoflora. Ukolem bylo pouzit
zavedeni metody PCR k ovéfeni jejich druhové a podruhové identifikace.

Tab. €. 17: Bakterialni kmeny druhu Lactococcus lactis s prirfazenymi cisly vzorkii

Vzorek €. | kmen Lactococcus lactis ssp. lactis
1 418/02
2 LC 416 Nip+
3 731/03 Nip +
4 HMM 4
5 S32
6 71/02
7 414/02

4.3.1 Kultivace, ovéreni Cistoty kultury a priprava hrubych lyzati bunék
kment Lactococcus lactis ssp. lactis

Bakterialni kultury byly nakultivovany dle kapitoly 3.7.1. Nasledn€¢ bylo provedeno
preockovani kultury z tekutého MRS média na pevny agar a ovéteni Cistoty kultury.

Na pevném agaru narostly bilé az krémové kolonie kulatého tvaru.

Hrubé lyzaty byly ptipraveny dle kapitoly 3.7.2.

= Kultura narostla, tekuté médium se zakalilo.
= Na pevném agaru nam narostly jednotlivé kolonie stejného vzhledu a velikosti.
= Buiky byly zlyzovany a néasledné pouzity pro izolaci a purifikaci DNA.

4.3.2 lIzolace a purifikace bakterialni DNA metodou fenolové extrakce a pomoci
magnetického nosice

4.3.2.1 Izolace DNA 7 kmenu Lactococcus lactis fenolovou extrakei

500 pl hrubého lyzatu bylo pouzito pro fenolovou extrakei viz kapitola 3.7.3.1, ziskand DNA
byla pfesrazena ethanolem kap. 3.7.3.2.

Vyizolovana DNA byla detekovana agar6zovou gelovou elektroforézou, na gel bylo nanaseno
10 ul DNA, 5 pl TE pufru a 3 pl nanaSeciho pufru. Vysledky jsou uvedeny na Obr. €. 28.
Srovnanim intenzity fragmentd DNA s hmotnostnimi standardy byla odhadnuta koncentrace
DNA.
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2.3 40563788 Ellet]

b b e e DYy

Béh | Lyzat bunék Detekce Ptiblizné Celkové mnozstvi Poznamka
¢. vzorku €. izolované mnozstvi izolované DNA
DNA DNA (ng/ 10 pl) (ng/500 ul)

1 35ng + Hmotnostni
standard

2 70 ng + Hmotnostni
standard

3 140 ng ++ Hmotnostni
standard

4 210 ng ++ Hmotnostni
standard

5 1 +++ >210 > 10,5

6 2 +++ >210 > 10,5

7 3 +++ >210 > 10,5

8 4 +++ >210 > 10,5

9 5 +++ >210 > 10,5

10 6 +++ >210 > 10,5

11 7 +++ >210 > 10,5

+, ++, +++..... intenzita detekce DNA
e DNA nedetekovana

Obr. ¢. 28: Agarozova gelova elektroforéza DNA 7 kmenit Lactococcus lactis izolovana
metodou fenolové extrakce.
- spolu s DNA byly na gel nanaseny hmotnostni standardy.

= Fenolovou extrakci bylo vyizolovino DNA ze vSech sedmi kment
Lactococcus lactis v mnoZzstvi vét§Sim nez 210 ng/10 pl.

4.3.2.2 I1zolace DNA pomoci magnetického nosice

Byla pfipravena separac¢ni smés dle kap. 3.7.3.3 s pouzitim 100 pl hrubého lyzatu bunék.
DNA eluovana do TE pufru (eludt) a DNA v supernatantech po separaci pomoci
magnetickych nosi¢l byly detekovany agar6zovou gelovou elektroforézou (Obr. €. 27).

Na gel bylo nanaseno 10 pl DNA, 5 ul TE pufru a 3 pl nandSeciho pufru a hmotnostni
standardy pro odhadnuti mnozstvi izolované DNA.
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Béh | Lyzat bunék Detekce Piiblizné Celkové mnozstvi | Poznamka
¢. vzorku ¢€. izolované mnozstvi izolované DNA
DNA DNA (ng/ 10 ul) (ng/100 ul)

1 35ng + Hmotnostni
standard

2 70 ng + Hmotnostni
standard

3 140 ng ++ Hmotnostni
standard

4 210 ng ++ Hmotnostni
standard

5 - - - - -

6 eluat €. 1 - <35 <0,35

7 eluat ¢. 2 - <35 <0,35

8 eluat €. 3 - <35 <0,35

9 eluat ¢. 4 - <35 <0,35

10 eluat¢. 5 - <35 <0,35

11 eluat €. 6 - <35 <0,35

12 eluat ¢. 7 - <35 <0,35

13 | supernatant C.1 +++ >210 > 0,21

14 | supernatant ¢.2 +++ >210 > 0,21

15 | supernatant ¢.3 +++ >210 > 0,21

16 | supernatant ¢.4 ++ >210 > 0,21

17 | supernatant ¢.5 +++ > 210 > 0,21

18 | supernatant ¢.6 +++ >210 > 0,21

19 | supernatant ¢.7 +++ > 210 > 0,21

+, ++, +++..... intenzita detekce DNA
ST DNA nedetekovana

Obr. €. 29: Agardzova gelova elektroforéze DNA druhu Lactococcus lactis izolovand pomoci

SPRI.

= DNA v eluatech z magnetického nosi¢e nebyla detekovana (<35 ng/10 pl).
Podafilo se detekovat DNA jen v supernatantech v mnozstvi vétS§im nez
210 ng/10 pl.
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4.3.3 Stanoveni koncentrace DNA kmenit Lactococcus lactis

U DNA izolované fenolovou extrakci byla koncentrace stanovena spektrofotometricky a u
DNA izolované pomoci magnetickych nosi¢ti (DNA v eluatech) fluorometricky.

4.3.3.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA izolované fenolovou extrakci

Byla zméfena absorbance pii 260, 280 a 310 nm u vzorkiit DNA 7 kment Lactococcus lactis a
nasledné vypoctena koncentrace DNA. Navody viz kap. 3.7.4.1. Namétené hodnoty jsou
uvedeny v Tab. €. 18.

Tab. &. 18: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA 7 kmenii Lactococcus
lactis ziskané fenolovou extrakci

DNA po fenolové extrakci

Vzorek ¢. | A (260 nm) A (280 nm) A (310 nm) ¢ (ug/ml)
1 1,125 0,721 0,012 56,25
2 1,328 0,788 0,027 66,4
3 1,081 0,62 0,019 54,05
4 1,347 0,785 0,026 67,35
5 1,44 0,821 0,019 72
6 1,328 0,815 0,025 66,4
7 1,481 0,917 0,024 74,05
8 1,125 0,721 0,012 56,25
9 1,328 0,788 0,027 66,4
10 1,481 0,62 0,019 74,05

= Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezi od 54 do 74 pug/ml.
DNA je vhodna pro pouziti do PCR smési.

4.3.3.2 Fluorometrické stanoveni koncentrace DNA v eluatech vzorku z magnetickych
nosicu

Byla zméfena absorbance DNA vSech vzorkli pomoci fluorometru. Ptiprava vzorkl a vlastni

méteni viz kap. 3.7.4.2. Ziskané hodnoty koncentrace jsou uvedeny v Tab. ¢. 19.

Tab. €. 19: Fluorometrické stanoveni koncentrace DNA 7 kmenii Lactococcus lactis izolované

pomoci SPRI
Eluaty vzorkli 7 kmeni ¢.1-7
DNA vzorku €. QF hodnota ¢ (ug/ml)

1 11,1 0,222
2 12,4 0,248
3 12,2 0,244
4 18,6 0,372
5 11 0,242
6 7,83 0,157
7 6,72 0,134

= Fluoromericky byla zméfena koncentrace DNA v eluatech vzorkli 1-7 kment
Lactococcus lactis. Hodnoty se pohybovaly od 0,13 pg/ml do 0,37 pg/ml.
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4.3.4. PCR s pouzitim primeri PALA 4 a PALA 14

S pouzitim primera PALA 4 a 14 dochazi k amplifikaci specifického fragmentu o velikosti
1131 bp. PCR smés byla pfipravena dle kap. 3.7.6.2. Jako pozitivni kontrola byla pouzita
DNA kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877 o koncentraci 10 ng/ul a DNA kmene
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414 " o koncentraci 100 pg/ul.

4.3.4.1 PCR s pouzitim DNA matrice vyizolované metodou fenolové extrakce

Dle kapitoly 3.7.6.2 byla ptipravena PCR smés a provedena PCR. Jako DNA matrice byl
pouzit 1ul DNA o koncentraci 10 ng/pl. Detekce PCR produkti je uvedena na Obr. €. 30.

« 1131 bp

DNA po FE
Béh ¢ Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznamka
1 1 ++
2 2 ++
3 3 ++
4 4 +++
5 5 +H+
6 6 ++
7 7 ++
8 standard 100 bp
9 NK -
10 PK1 ++
11 PK2 ++
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
U PCR produkt nedetekovan
NK.................negativni kontola
PKI.....covenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)
PK2............... pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. ¢&. 30: Detekce PCR produktii 7 kmenii Lactococcus lactis izolovanych fenolovou
extrakci. Do PCR byl pouzit 1ul DNA (10 ng/ul).

= U vsech vzorkti DNA analyzovanych 7 kmeni Lactococcus lactis izolovanych

pomoci magnetickych nosici se amplifikoval specificky PCR produkt.
Intenzivnéj$i PCR produkt byl detekovéan u vzorku €. 4 a €. 5.
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4.3.4.2 PCR s pouzitim DNA matrice vyizolované pomoci magnetickych nosic¢i

Byla piipravena PCR smés podle kapitoly 3.7.6.2.
Jako DNA matrice byl pouzit 1ul nefedéné DNA. Detekce PCR produktu je zobrazena na
Obr. ¢. 31.

DNA po SPRI
Béh ¢ Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznamka

1 1 ++

2 2 ++

3 3 ++

4 4 +++

5 5 +++

6 6 ++

7 7 ++

8 standard 100 bp
9 NK -
10 PK1 ++
11 PK2 ++

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
T PCR produkt nedetekovan

NK.................negativni kontola
PKI......ovenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2...cooeninnn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. ¢&. 31: Detekce PCR produktii 7 kmenii Lactococcus lactis izolovanych magnetickych
nosici. Do PCR byl pouzit 1ul neredéné DNA z eluatii.

= U vSech vzorkli DNA analyzovanych 7 kmena Lactococcus lactis izolovanych

fenolovou extrakei se amplifikoval specificky PCR produkt. Intenzivnéj$i PCR
produkt byl detekovan u vzorku ¢. 4 a €. 5.
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4.3.4.3 PCR s pouzitim DNA matrice z bunék 1 bakterialni kolonie

Jako DNA matrice byl pouzit 1ul lyzatu bunék. Byla ptipravena PCR smés podle kapitoly
3.7.6.4. PCR produktu byl detekovan agar6zovou gelovou elektroforézou viz Obr. €. 32.

DNA z 1 bakteridlni kolonie
B¢h €. Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznémka
1 1 ++
2 2 ++
3 3 ++
4 4 +++
5 5 +++
6 6 ++
7 7 ++
8 standard 100 bp
9 NK -
10 PK1 ++
11 PK2 ++
+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovan
NK..ooooiii, negativni kontola
PKIl......oevenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/ul)
PK2...coevnnn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (1 ng/ul)

Obr. €. 32: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii 7 kmenii Lactococcus lactis
s pouzitim 1ul DNA matrice ziskané z 1 bakterialni kolonie

= Byl amplifikovan fragment o velikosti 1131 bp specificky pro druh

Lactococcus lactis. U vzorka €. 4 a €. 5 byl detekovan intenzivnéjsi PCR
produkt nez u ostatnich vzorkd.
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4.3.5 PCR s pouzitim primeru 27f a Lla

K amplifikaci specifického fragmentu o velikosti 87 bp dochazi jen v pfipadé kmene
Lactococcus lactis ssp. lactis. U kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris se neamplifikuje
zadny fragment.

PCR smés byla ptipravena podle kap. 3.7.6.3. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
kmene Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877 o koncentraci 10 ng/ul a DNA kmene
Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414 o koncentraci 10 ng/pl.

4.3.5.1 PCR s pouzitim DNA matrice vyizolované metodou fenolové extrakce

Dle kapitoly 3.7.6.2 byla ptipravena PCR smés a provedena PCR. Jako DNA matrice byl
pouzit 1ul DNA o koncentraci 10 ng/ul. Detekce PCR produktu je zobrazena na Obr. €. 33.

DNA po FE
B¢h ¢. Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznéamka

1 1 +++

2 2 +++

3 3 +++

4 4 -

5 5 -

6 6 +++

7 7 +++

8 standard 100 bp
9 NK -

10 PK1 +++

11 PK2 -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
T PCR produkt nedetekovan

NK..oo negativni kontola
PKl......ovenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877 (10 ng/pl)
PK2...cooeninnn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/ul)

Obr. ¢&. 33: Detekce PCR produktii po amplifikaci 7 kmenit Lactococcus lactis izolovanych
fenolovou extrakci. K amplifikaci byly pouzity primery 27f a Lla a Iul DNA
matrice.
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= Specificky PCR produkt se amplifikoval s DNA vzorku €. 1, 2, 3, 5 a 6. PCR
produkt nebyl detekovan po amplifikaci DNA vzorkt ¢. 4 a 5.

4.3.5.2 PCR s pouzitim DNA matrice vyizolované pomoci magnetickych nosicu

Byla ptipravena PCR smés podle kapitoly 3.7.6.2. Jako DNA matrice byl pouzit 1pl nefedéné
DNA. Detekce PCR produktu je zobrazena na Obr. €. 34.

DNA po SPRI
Béh ¢ Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznédmka

1 1 +++

2 2 +++

3 3 +++

4 4 -

5 5 -

6 6 +++

7 7 +++

8 standard 100 bp
9 NK -

10 PK1 +++

11 PK2 -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
U PCR produkt nedetekovan

NK..ooooiiis negativni kontola
PKI......eveen. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)
PK2............... pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/ul)

Obr. ¢&. 34: Agarozova gelova elektroforéza PCR produktii (87 bp). Amplifikovana byla DNA
7 kmenii Lactococcus lactis izolovanych pomoci magnetickych nosicu (1ul)
s primery 27f a Lla.

= Specificky PCR produkt se amplifikova s DNA vzorki €. 1, 2, 3, 5 a 6. PCR
produkt nebyl detekovan po amplifikaci DNA vzorku ¢. 4 a 5.
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4.3.5.3 PCR s pouzitim DNA matrice z bunék 1 bakterialni kolonie

Jako DNA matrice byl pouzit 1ul lyzatu bunék ptipravenych z 1 bakterialni kolonie (viz
3.7.6.3.4). Byla pfipravena PCR smés podle kapitoly 3.7.6.2 a provedena PCR.
PCR produktu byl detekovéan agar6zovou gelovou elektroforézou viz Obr. €. 35.

DNA z 1 bakterialni kolonie
Béh ¢. Vzorek ¢. Detekce PCR produktu Poznamka

1 1 +++

2 2 +++

3 3 +++

4 4 -

5 5 -

6 6 +++

7 7 +++

8 standard 100 bp
9 NK -

10 PK1 +++

11 PK2 -

+, ++, +++..... intenzita detekce PCR produktu
e PCR produkt nedetekovan

NK..ooooiii negativni kontola
PKl.......ooeoe. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. lactis CCM 1877" (10 ng/pl)
PK2......c.eenn. pozitivni kontrola Lactococcus lactis ssp. cremoris CCM 7414" (10 ng/ul)

Obr. ¢. 35: Detekce PCR produktii 7 kmenit Lactococcus lactis s pouzitim DNA matrice (1ul)
ziskané z 1 bakteridlni kolonie. DNA byla amplifikovana v PCR s primery 27f a
Lla.

= Pomoci primerd 27f a Lla byl detekovan specificky PCR produkt pro

Lactococcus lactis ssp. lactis o velikosti 87 bp u vzorku ¢.1, 2, 3, 6, 7. U
vzorkl €. 4 a 5 nedoslo k amplifikaci zddného fragmentu.
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4.3.6 Shrnuti vysledkii PCR 7 kmenu Lactococcus lactis a jejich taxonomické zaiazeni
do poddruhu Lactococcus lactis ssp. lactis a Lactococcus lactis ssp. cremoris

Vysledky amplifikace jsou uvedeny v Tab. €. 20. Pro vSechny PCR reakce byl pouzit 1 ul
DNA matrice.

Tab. €. 20: Detekce PCR produktit po amplifikaci DNA izolované ze 7 kmenii Lactococcus

lactis sbirky Laktoflora
Vzorek Kmen PCR produkt/ primery/ metoda izolace
¢. Lactococcus PALA 4, PALA 14 27f, Lla
lactis ssp. lactis (1 131 bp) (87 bp)
FE | SPRI | DNA z 1 bakt. | FE SPRI | DNA z 1 bakt.
Il 1l kolonie 1wl Il kolonie
1 ul 1 ul

1 418/02 + + + + + +

2 LC 416 Nip+ + + + + + +

3 731/03 Nip + + + + + + +

4 HMM 4 + + + - - -

5 S32 + + + - - -

6 71/02 + + + + + +

7 414/02 + + + + + +

+ ..... PCR produkt detekovan

.. PCR produkt nedetekovan

= Pomoci primerd PALA 4 a PALA 14 byl detekovan specificky PCR produkt o
velikosti 1131 bp u vSech vzorkl. Bylo prokazano, ze se jedna o kmeny
Lactococcus lactis.

= Pomoci primert 27f a Lla byl detekovan specificky PCR produkt o velikosti
87 bp u vzorkt €. 1, 2, 3, 6 a 7. Bylo prokazano, Ze se jedna o kmeny
Lactococcus lactis ssp. lactis.
Pomoci primerti 27f a Lla nedoslo k amplifikaci PCR produktu o velikosti
87 bp u vzorki €. 4 a C.5, jde tedy o kmeny Lactococcus lactis ssp. cremoris.
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5. DISKUZE

V soucasné dob¢ jsou stale vice zkoumany genetické vlastnosti bakterii mlécného kvaseni
(BMK), které maji Siroké uplatnéni v potravinaiském priamyslu. Neustaly vyvoj v molekuldrni
biologii umoziluje rozSifovani téchto znalosti. Nejdikladnéji geneticky prozkoumanym
druhem BMK je Lactococcus lactis, jehoz genom byl kompletné sekvenovan.

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu izolace DNA ze vzorkl tvrdych syru a
provést naslednou identifikace bakterii druhu Lactococcus lactis pomoci polymerdazové
fetézové reakce. Ze Sbirky Laktoflora bylo doddno 7 kmenl rodu Lactococcus lactis
k ovéfeni jejich taxonomického zafazeni do druhu a poddruhii. Tyto kmeny jsou producenty
bakteriocinil, coz je vyznamna vlastnost z hlediska potravinarstvi.

Optimalizace ptipravy vzorkl z tvrdych syrt byla zaméfena na homogenizaci vzorku, jeho
resuspendovani ve sterilni vodé a odstranéni tuhého podilu vzorkt syrti. Toho bylo dosazeno
dokonalym rozetfenim v tfeci misce. Filtraci této smési byla odstranéna tukova vrstva a
ziskany filtrat byl pouzit pro piipravu hrubych lyzati bunék. Bylo pouzito 1,5 ml filtratu
bun¢k. Uvedeny objem vzorku vSak byl v nékterych ptipadech nedostacujici pro dalsi praci a
proto bylo zvoleno vétsi mnozstvi filtratu (3 ml). Optimalni zpisob piipravy je uveden
v priloze €. L.

Ziskané hrubé lyzaty bunék ze vzorkl tvrdych syri byly pouzity k izolaci DNA pomoci
magnetického nosi¢e Fkol770x. Nosice se k izolaci DNA pouzily z divodu snizeni vyskytu
falesné negativni vysledkii zptisobené ptitomnosti inhibitortt PCR ve vzorku. Ve vzorcich
tvrdych syrd jsou hlavnimi inhibitory vapenaté ionty, plazmin a proteinasa. Jako kontrola byla
provedena fenolova extrakce. Metodou fenolové extrakce se podafilo izolovat vEétsi mnozstvi
DNA neZ s pouzitim magnetického nosice. Gelovou elektroforézou na agar6ze DNA nebyla
detekovana ani v eluatech ani v supernatantech vzorki. Pomoci agarézové gelové
elektroforézy je mozné detekovat mnozstvi DNA vétsi nez 30 ng. Pro polymerdzovou
fetézovou reakci je ale toto mnoZzstvi postacujici.

Pro piipravu PCR smési byl vypracovan optimalni zpiisob s pouzitim DNA izolované
fenolovu extrakci a pomoci magnetickych nosic z hrubych lyzati bunék. U analyzovanych
vzorkl doslo k detekci specifického fragmentu. DNA byla pouZzita v mnozstvi 1 pul a 3 ul pro
identifikaci druhu Lactococcus lactis. Pro dosazeni vétsi robustnosti bylo vhodné pouzit 3 pl
vzorku. K identifikaci kmene Lactococcus lactis ssp. lactis bylo postacujici mnozstvi 1ul
vzorku.

Ve vSech deseti analyzovanych vzorcich syrG byla pomoci amplifikacnich metod
prokdzana piitomnost DNA druhu Lactococcus lactis s pouzitim specifickych primera
primeri PALA 4 a PALA 14. DNA bylo nutné izolovat z vétStho mnozstvi filtratu bunék
(3ml). Nejoptimalnéjsi mnozstvi PCR komponent a DNA matrice je uvedeno v ptiloze ¢.11.

K identifikaci poddruhu Lactococcus lactis ssp. lactis byly pouzity primery 27f a Lla. U
nekterych vzorkt syrt vSak nebyl detekovan PCR produkt (negativni reakce), ziejmé
z dlivodu nizké koncentrace DNA nebo pfitomnosti inhibitort PCR a to jak v pfipadé pouziti
DNA izolované pomoci fenolové extrakce, tak pomoci magnetickych nosict z 1,5 ml filtratu
bunék vzorkl syra. S pouzitim 3 ml filtratu byl PCR produkt detekovan u vSech vzorki DNA
separované pomoci magnetickych nosici ze 3 ml filtraitu bunék. Jednd se o podruhy
Lactococcus lactis ssp. lactis. U poddruhu Lactococcus lactis ssp. cremoris s témito primery
nebyl ziskan zadny PCR produkt.
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Sbirka mlékaiskych kultur Laktoflora obsahuje cenny genofond bakterii mlééného kvaSeni
v Ceské republice. Pro jejich vyuziti v praxi je nezbytna jednozna¢na identifikace kment
pomoci nejnovéjSich molekularné genetickych postupli. Pomoci druhové specifické PCR
(primery PALA 4 a PALA 14) pro druh Lactococcus lactis bylo 7 kmenid Sbirky Laktoflora
zatfazeno do tohoto druhu. PCR s pouzitim primerti 27f a Lla umoznilo zatfadit 5 kment do
podruhu Lactococcus lactis ssp. lactis (L. lactis ssp. lactis 418/02, L. lactis ssp. lactis LC 416
Nip+, L. lactis ssp. lactis 731/03 Nip+, L. lactis ssp. lactis 71/02 a L. lactis ssp. lactis 414/02)
a 2 kmeny do podruhu Lactococcus lactis ssp. cremoris (L. lactis ssp. lactis HMM4 a L. lactis
ssp. lactis S32). V ptipadé DNA kmene Lactococcus lactis ssp. cremoris nedoslo
k amplifikaci zddného fragmentu. Na zaklad¢ docilenych vysledkii bude navrzena
reklasifikace dvou kment druhu Lactococcus lactis na Lactococcus lactis ssp. cremoris
HMM4 a Lactococcus lactis ssp. cremoris S32.

Pro PCR byla pouzita DNA izolovana fenolovou extrakci, pomoci magnetickych nosi¢i a
DNA izolovand z 1 bakteridlni kolonie. Ve vSech piipadech se amplifikovaly ¢i
neamplifikovaly specifické PCR produkty (viz vyse). Pomoci vice opakovani izolace DNA
riznymi postupy bylo ovétfeno, Ze kmeny Lactococcus lactis byly spravné zatazeny do
poddruhti. Vysledky jsou uvedeny v ptiloze ¢.III.
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6. ZAVER

Byla vypracovéana a optimalizovana metoda piipravy vzorkt tvrdych syrt pro izolaci DNA
v kvalit¢ pro nésledné pouziti v PCR. Kizolaci DNA byla pouzita metoda neselektivni
adsorpce DNA na hydrofilni magnetické c¢astice. Jako kontrola byla pouzita fenolova
extrakce.

Byl optimalizovan zplsob pitipravy PCR smési s pouzitim DNA, izolované fenolovou
extrakei a pomoci magnetickych nosict, ktery vedl k detekci specifického amplikonu. Druh
Lactococcus lactis a poddruh Lactococcus lactis ssp. lactis byl prokazan ve vSech
analyzovanych vzorcich tvrdych syra.

Sedm kment ze Sbirky Laktoflora, ptiivodné zatfazenych do poddruhu Lactococcus lactis
ssp. lactis bylo pomoci druhové specifické PCR zatazeno do druhu Lactococcus lactis. Do
podruhu Lactococcus lactis ssp. lactis bylo zatfazeno 5 kmeni. Ve dvou ptipadech se jednalo
o zafazeni do poddruhu L. lactis ssp. cremoris a to u kmenti L. lactis HMM4 a L. lactis S32.
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10. PRILOHY

1. Optimalni priprava hrubého lyzatu DNA v kvalité vhodné pro PCR ze vzorkii tvrdych syrii

Filtrat syrG byl pfipraven odvazenim 5 g z kazdého vzorku, vlozen do tfeci misky a
rozetien se 7,5 ml sterilni vody (1,5 ml sterilni vody na 1 g vzorku). Po dikladném rozetfeni
byl vzorek zfiltrovan pfes sterilni gazu do sterilni zkumavky.

3 ml tohoto filtratu bylo odebrano do mikrozkumavky a zcentrifugovano pii 10 000 ot./5
min. Supernatant byl slit a sediment nechdn okapat. Byl zopakovan piedchozi krok
s pouzitim 1ml sterilni vody.

K sedimentu byl ptfidan 1 ml lyzac¢niho roztoku B s lysozymem 3mg/ml (nejprve bylo
piidano 100 pl a potom 900 pl) a vzorek byl dikladné rozsuspendovan. Vzorek byl inkubovan
po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Po 1 hodiné inkubace pii laboratorni teploté bylo
pfidano 50 pl 20% SDS a 5 pl proteindzy K (1 mg/ml). Vzorky byly inkubovany pti 55 °C do
dalsiho dne. Takto ziskany hruby lyzat bunék byl pouzit pro izolaci DNA fenolovou extrakci
a pro separaci pomoci magnetickych nosicu.

Separacni smés pro izolaci DNA pomoci magnetického nosice byla pfipravena nésledovné:
Smés uvedend nize byla promichana a nechdna inkubovat 15 minut pfi laboratorni teploté. Po
inkubaci byly ¢astice s navazanou DNA odseparovany pomoci magnetu po dobu 15 minut pfi
laboratorni teploté.

Separacni smés pro izolaci DNA magnetickym nosicem

Poradi komponent Komponenta Objem komponenty (ul)
1. H,O 200
2. NaCl (5M) 400
3. hruby lyzat bun¢k * 100
4. PEG 6000 (40%) 200
5. Magnetické Castice Fkol770x. (2mg/ml) 100
Vysledny objem vzorku 1000

Po separaci pomoci magnetu byl supernatant slit a uvolnén magnet z magnetického pésu.
Obsah zkumavky obsahujici magnetické nosi¢e snavazanou DNA byl promyt 70%
ethanolem, v mnozstvi jaké méla separaéni smés (1 ml). Castice byly odseparovany pomoci
magnetu po dobu 2 min pii laboratorni teploté. Po separaci byl supernatant slit a magnet
uvolnén. Zkumavky byly vysuseny v termostatu po dobu 10 min pfi teploté 55° C do odpaieni
ethanolu.

Vysusena DNA byla eluovdna do stejného mnozstvi TE pufru jako bylo hrubého lyzatu
v separaéni smési, tj. 100 ul po dobu 30 minut pfi laboratorni teplotd. Castice byly
odseparovany pomoci magnetu po dobu 2 minut pfi laboratorni teploté. Eluovana DNA
(eluat) byla prepipetovana do Cisté mikrozkumavky a pouzita pro PCR reakci.



II. Optimalni slozeni PCR smési s pouzitim DNA izolované ze 3 ml filtratu pomoci
magnetického nosice

Komponenta Objem (ul)
PPP Master Mix 10,5
5 primer 1
3 primer 1
DNA matrice (z 3 ml filtratu) 3
PCR voda 9,5

K identifikaci druhu L. lactis byly pouzity primery PALA 4 a PALA 14 a pro poddruh L.
lactis ssp. lactis primery 27f a Lla.

111. Taxonomické zarazeni analyzovanych kmenu L. lactis do poddruhii

Kmen PCR produkt/ primery/ metoda izolace Navrhované
Lactococcus lactis PALA 4, PALA 14 271, Lla zafazeni kment
ssp. lactis (1131 bp) (87 bp) Lactococcus
FE |[SPRI| DNAz1 |FE |SPRI| DNAzlI lactis ssp. do
Lul | 1Tul bakt. I | 1 bakt. poddruhu
kolonie ul kolonie
1 ul 1 ul
418/02 + + + + + + lactis
LC 416 Nip+ + + + + + + lactis
731/03 Nip + + + + + + + lactis
HMM 4 + + + - - - cremoris
S32 + + + - - - cremoris
71/02 + + + + + + lactis
414/02 + + + + + + lactis
+ + + + + + lactis
T e PCR produkt detekovan
ettt e PCR produkt nedetekovan
FE. .o, fenolova extrakce
SPRI....ooiiieiieiiiieeeeeee e, izolace DNA magnetickym nosi¢em
PALA 4, PALA 14 .................... druhové specifické primery

276, L1a oo, poddruhové specifické primery




V. Souhrn prispévk zaslany na konferenci Chemistry and Life, Brno

Identifikace bakterii mlééného kvasSeni v tvrdych syrech s vyuzitim
amplifika¢nich metod

Pro rychlou identifikaci mikroorganismi v potravinach se v soucasné¢ dob¢ vyuzivaji
molekularné biologické postupy, napt. polymerazova fetézova reakce (PCR). V této praci
byla zavedena metoda PCR k identifikace bakterii druhu Lactococcus lactis subsp. lactis a
Lactococcus lactis subsp. cremoris.

Pti analyze realnych vzorkl byly v fadé ptipada ziskany faleSné€ negativni vysledky, které
byly zpiisobeny ptitomnosti inhibitortt PCR v analyzovanych vzorcich. Prace byla zaméfena
na izolaci DNA v kvalité vhodné pro PCR. K tomuto uc¢elu byly pouzity magnetické Castice v
ptitomnosti polyethylenglykolu (PEG 6000) a chloridu sodného (Ktizova a spol., 2005). Jako
kontrola byla pouzita DNA izolovand metodou fenolové extrakce - Sambrook a Russel
(2001).
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