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1 Prfedmluva

Probiotika jsou dynamicky se vyvijejici a stale vice se rozristajici skupinou doplnkd stravy, které jsou
vyhleddvany spotrebiteli k podpofeni spravné Cinnosti strev, zlepSeni zdravotniho stavu nebo treba
jako pomucka pro obohaceni stfevniho mikrobiomu po antimikrobidlni terapii. Samotny termin
probiotika je ve svém uzsim slova smyslu pouzivan k oznaceni Zivych nepatogennich mikroorganismd,
které maji pfiznivé ucinky na zdravi uZivatele. V SirSim slova smyslu se pak jedna o jakékoli nepatogenni
bakterie, které se vedle probiotickych doplnik( stravy, mohou konzumovat i jako soucast pfirozené
stravy, napf. v kysanych mlécnych vyrobcich, fermentované zeleniné nebo v masnych produktech.
Probiotické doplnky stravy mohou obsahovat bud jeden anebo vice druhd rGznych probiotickych
kmend, jejichz ucinky jsou specifické pro konkrétni druhy probiotickych bakterii a kvasinek. Mimo to
vsak urcity kmen muze vykazovat specifické Ucinky i v pfipadé, Ze je v daném doplriku stravy pouZit
jednotlivé anebo naopak v kombinaci sjinymi probiotickymi kmeny nebo prebiotiky, ¢imz je
dosahovano vyssi ucinnosti. Na trhu jsou probiotické doplnky stravy dostupné nejcastéji ve formé
kapsli, kapek, pastilek, tablet a sackd, ve kterych vyrobce deklaruje pfitomnost rdznych druhd
probiotickych kmen( a jejich mnozstvi. Nedavno provedené studie ukazuji, Ze tyto vyrobky byvaji
chybné oznaceny — nékteré deklarované druhy ve vyrobcich nejsou obsaZzeny viibec, pfipadné v

zanedbatelném mnoZstvi, anebo naopak vyrobky obsahuji nedeklarované druhy.

Z tohoto dlivodu je pro zajisténi autenticity, kterd vyznamné ovliviiuje kvalitu téchto vyrobkda,
nezbytné, aby existovaly moderni a vysoce spolehlivé metody umoZiujici ovéfit identitu a pfipadné
kvantifikovat mnozstvi probiotickych kmen(. Tradi¢ni metody vyuZivajici mikrobiologické kultivace
jsou nedostacujici. Nékteré probiotické kmeny jsou hlre kultivovatelné a pokud jsou v preparatu
obsaZeny ve smésich neni mozné jejich spolehlivé odliseni. Biochemicka konfirmace vykultivovanych
kultur je malo efektivni, proto se k identifikaci stale ¢astéji vyuzivd metoda hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF. | tato metoda vSak ma sva omezeni, kterd spocivaji zejména v limitovaném spektru
komercéné dostupnych knihoven, kdy je spolehlivé urcen jen rod, nikoliv vSsak druh mikroorganismu.
Proto je zadouci, aby vedle klasickych kultivacnich metod byla vyvinuta dostupna alternativa detekce
a identifikace vyznamnych druh( probiotickych bakterii a kvasinek pfimo v potravinovych dopliicich
pomoci vysoce sofistikovanych a spolehlivych multiplexnich metod zaloZenych na analyze DNA.
Analyzu DNA lze cilené zaméfit na urcité specifické sekvence DNA charakteristické pro urcité druhy
anebo vyuzZit metody, které umozni komplexné identifikovat vSechnu DNA ve vzorku a nasledné ji
prifadit k jednotlivym druhGm bakterii. Mezi prvné popsané metody patii metody PCR, jejichZ princip
je zaloZzen na amplifikaci DNA. Tyto pfistupy jsou nejéastéji pouzivany pro detekci a identifikaci rliznych

sloZek potravin a doplnk{ stravy z diivodi jejich jednoduchosti, rychlosti, specifity a citlivosti. Druhy



pfistup komplexniho popisu vzorku na zakladé identifikace sekvenci DNA je reprezentovan

sekvenovanim DNA.

2 Cil metodiky

Cilem metodiky bylo vytvoreni komplexniho postupu pro identifikaci probiotickych bakterii, které jsou
soucasti doplnkd stravy. Prvni pristup spocival ve standardizaci multiplexni metody zaloZzené na MOL-
PCR, kterd byla zamérena na prlkaz nasledujicich nejcastéji pouzivanych druh(: Ligilactobacillus
salivarius, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum subsp. infantis,
Bifidobacterium longum subsp. longum, Lactobacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei,
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Limosilactobacillus fermentum, Lactobacillus
helveticus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici, Streptococcus
salivarius, Streptococcus thermophilus, Heyndrickxia coagulans, Bifidobacterium animalis subsp. lactis,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Bacillus subtilis, Lactobacillus gasseri, Limosilactobacillus
reuteri, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus jensenii, Saccharomyces cerevisiae,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes. Metodika zahrnuje postup
izolace DNA z probiotickych preparat(, samotnou analyzu pomoci MOL-PCR a naslednou intepretaci
dat. Druhym postupem komplexni analyzy probiotickych doplikd stravy bylo navrzeni vhodného
postupu hodnoceni diverzity mikrobidlnich spolefenstev v komeréné dostupnych probiotickych

preparatech zaloZené na principu sekvenace variabilnich oblasti genu 16S rRNA.

3 Vlastni popis metodiky
3.1 Uvod

V roce 2010 byla v Los Alamos National Laboratory v USA vyvinuta a publikovana metoda Multiple
Oligonucleotide Ligation (MOL-PCR), ktera je zaloZena na technologii multiplexni detekce pomoci
technologie suspenznich arrayi, tzv. xMAP — Multiplex Analyte Profiling (Deshphande et al., 2010).
XMAP technologie je komplikovand metoda, kterd zjednodusené feceno umi zviditelnit oznaceny
specificky usek DNA pomoci vazby na magnetické kuli¢ky (mikrosféry). Analyzy suspenznich arrayi se
provadeéji na pfistroji MagPix, ktery umi kulicky pomoci magnetu vyrovnat do jedné vrstvy na sklenéné
destiéce a soustavou laser( urdit jejich identitu a také pfitomnost specificky navazaného fluorescencné
znaceného detekéniho cile. Technologie umoziuje v zdkladnim nastaveni identifikovat az 50 cild v

jedné reakci, pokrocilé systémy mohou z jedné analyzy stanovit cilt az 250.



MOL-PCR je jednou z variant metod zaloZenych na vyuZiti xMAP technologie k prikazu vice cilovych
molekul DNA v jednom vzorku. Provedeni typické MOL-PCR zahrnuje tfi klicové kroky: i) multiplexni
ligaci (spojeni) specifickych sond (tzv. molig) pro detekci specifickych sekvenci DNA ve vzorku, ii) PCR,
kde jako templat slouZi pravé spojend specifickd moliga a iii) hybridizaci produktll této PCR na
magnetické mikrosféry s naslednou detekci signalu na pfistroji MagPix, coZ je magneticka verze

suspenzni array popsana nize.

1. Ligation 2. Singleplex PCR 3. Hybridization to microspheres 4. MagPix Analysis
Quantification of fluorescent
Ligated MOLigos Fluorescently labeled reporter = presence of target
MOLigo2 MOLigo1 e — MOL-PCR product *
P I— TAS (]
~T4G Pho ¢ FW primer * ¢
— —_— > ¢
R m— - TAG anti-TAG
.y ——————————— C gt — —
Denatured target (DNA or RNA) — ] IR
o tEV primer ../
probe concentration universal primers concentration hyl)xl(llz.fmon ')'O"OCOI Classification of mi h
ligation temperature master mix amount of microspheres Classification of microsphere
fluorescent reporter = identification of target

ligase enzyme

Obrazek €. 1: Multiplexni suspenzni arraye (Reslova et al., 2017).

Pro fungovani MOL-PCR je zadkladem spravny design molig. Pro kazdou cilovou sekvenci jsou nezbytna
dvé moliga, jejichZ spojenim vznikne templat pro naslednou amplifika¢ni PCR. Moligo 1 se sklada ze
sekvence jednoho univerzalniho primeru a sekvence specifické pro urcitou cilovou DNA. Moligo 2 je
pokracovani specifické sekvence v cilové DNA, nasleduje tzv. TAG sekvence pro navdzani na
magnetickou mikrosféru a druhy univerzalni primer. Enzym ligdza spoji obé moliga dohromady pouze
za predpokladu, Ze jsou specificky navdzany za sebou na specifické cilové sekvenci DNA. Pokud cilova
sekvence neni pfitomna ve vzorku ke spojeni nedojde. Vyhodou tohoto postupu je, Ze naslednd PCR se
provadi s univerzalnimi primery a neni nutné ji tedy nijak sloZité optimalizovat. Detekce a vyhodnoceni
je provadéno MagPix pfistrojem jednak na zakladé fluorescencni znacky navdzané na reverse primeru
a jednak dle barvy mikrosféry, kterd nese XxTAG sekvenci komplementarni k TAG sekvenci

v amplikovaném produktu.

Technologie MOL-PCR byla Uspésné pouZita pfi detekci DNA vyznamnych virQ, bakterii a parazit(Q, které
mohou byt pfenaseny skrz potraviny (Reslova et al., 2017; 2019, Hrdy et al., 2021) nebo patogen(

pouzitelnych jako biologické zbrané (Jelinkova et al., 2021).

Rozvoj technologii sekvenovani DNA v uplynulém desetileti vyrazné napomohl k moznosti masivniho
rozsifeni sekvenace variabilnich oblasti genu 16S rRNA pouzivanych k hodnoceni diverzity a sloZeni
mikrobialnich spolecenstev do béznych laboratofi (Anders and Huber, 2010; Caporaso et al., 2011;
Callbeck et al., 2013; Walters et al., 2015; Gilbert et al., 2018; Pichler et al., 2018). Tato metoda je

zalozena na struktufe bakteridlniho genu kédujiciho ribozomalni RNA (rRNA), a to konkrétné soucasti
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malé podjednotky bakteridlniho ribozomu 16S. Sekvence tohoto genu je konzervovana napfic rGznymi
bakterialnimi druhy, zaroven vsak nese i variabilni oblasti, coz umoZnuje rozliSeni mezi jednotlivymi
mikroorganismy. Podobnost konzervovanych oblasti genu u nékterych bakterii a archei umoziuje
univerzalni PCR pro detekci rliznych mikroorganismu. Konzervované oblasti jsou proloZzeny 9 hlavnimi
variabilnimi oblastmi V1-V9. Tyto oblasti vykazuji rozdily mezi jednotlivymi bakterialnimi druhy a jsou
rozhodujici pro taxonomické rozliseni. Dle typu vzorku a predpokladané bakteridlni komunity se vybira

vhodna variabilni oblast (Janda and Abbott, 2007, Caporaso et al., 2011).

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 bp

|:| Conserved regions

. Variable regions

Obrazek 2: Prehled variabilnich oblasti dle McAllistera et al. (2018)

3.2 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena mirné modifikovanym postupem kitu DNeasy mericon Food Kit (Qiagen).
1. Navazit 2 g obsahu probiotickych kapsli nebo prasku

2. Pridat 10 ml Food Lysis Buffer a 25 ul Proteinase K, vortexovat 10 s

3. Inkubovat v termomixeru 60 min pfi 60 °C za stalého tfepani 1000 rpm, poté inkubovat pies noc
v termobloku pti 60 °C. Pokud nedojde k naprosté lyzi vzorku, pfipadné rdno pridat inkubaci v

termomixeru pfi 60 °C za stalého tfepani 1000 rpm.
4. Vzorky ochladit na teplotu 15 — 25 °C
5. Centrifugovat 5 min pfi 2500 x g

6. Do nové zkumavky napipetovat 500 ul chloroformu a pfidat 700 — 800 ul ¢irého supernatantu

ziskaného v kroku 5.
7. Vortexovat 15 s a centrifugovat 15 min pfi 14000 x g

8. Do nové zkumavky napipetovat 700 ul Buffer PB a 700 pl horni vodné faze ziskané v kroku 7.

Vortexovat 10 s, kratce centrifugovat

9. Roztok z kroku 8. prenést na kolonu (max 750 ul), centrifugovat 1 min pfi 17900 x g, vylit odpad



10. Do kolon pfidat 500 ul Buffer AW2, centrifugovat 1 min pfi 17900 x g, odpad vylit a ndsledné
centrifugovat 1 min pfi 17900 x g, odpad vylit

11. Kolonu vlozZit do Cisté zkumavky, pridat 100 pl Buffer EB, inkubovat 5 min pfi pokojové teploté,
centrifugovat 1 min pti 17900 x g. Nasledné nanést na kolonu 50 ul Buffer EB, inkubovat 5 min pfi

pokojové teploté, centrifugovat 1 min pfi 17900 x g

Izolovana DNA se skladuje pfi-20 °C. Pfed dal$im pouZitim je nutné DNA naredit na koncentraci 1 ng/pul.
Urcéeni koncentrace a kontrola kvality ziskané DNA se provede pomoci UV spektrofotometru, ktery
umoznuje méreni v mikrolitrovych objemech a zaroven provede vypocty bézné udavanych hodnot.
Obecné plati, ze purifikovand DNA by méla spliovat kritéria dand mérenim absorbance pfi 230 nm
(latky fenolické povahy), 260 nm (nukleové kyseliny) a 280 (proteiny) nm, resp. pomér A260/A280 <
2,0 naznacuje kontaminaci proteiny a pomér A260/A230 < 2,0 naznacuje kontaminaci fenolickymi

metabolity (Green and Sambrook, 2012).

3.3 Provedeni MOL-PCR
Chemikalie potfebné pro provedeni analyzy

Ampligase® DNA Ligase with Buffer, 2,500 U @ 100 U/uL (LGC)
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 (Thermo)

EliZyme HS FAST (Elisabeth Pharmacon)

20x UNG Supplement (Elisabeth Pharmacon)

20xSSC

10mM TrisCl, pH8

MagPlex®-TAG 2.5 x 106 beads/mL, 1mL (Diasorin)

Postup vychdazi z preamplifikace cilové DNA ve vzorku za ucelem zvySeni citlivosti detekce.
Preamplifikace namnoZi delsi iseky DNA (do 300 bp), ve kterych lezi cile pro ligaci. Nasledna ligace a
amplifikace ligacnich produktl probihd pomoci 2 separatnich molig, z nichz MOL1 je na 5‘ konci
fosforylovan z vyroby a MOL2 obsahuje na svém 5° konci biotin pro vychytani ligovanych molig. PCR se

provadi s DynaBeads, na kterych jsou navazana ligovana moliga.

MOL-PCR obsahuje interni amplifikac¢ni kontrolu (IAC), kterd slouZi k odliseni faleSné negativnich a
skutecné negativnich vzorkd. IAC je zaloZzena na plazmidovém konstruktu, ktery obsahuje sekvence

premaplifikacnich primer( a molig.



3.3.1 Preamplikacni PCR

Ptipravit mix vSech preamplifikaénich primerG (Tabulka 1) na koncentraci 1 uM kazdy

Tabulka 1. Sekvence primer( na preamplifikacni PCR

Druh Nazev F Sekvence F Ndazev R Sekvence R

IAC IACF tctctegatcaatccatecc IACR accgaggaataggcttaatg
Ligilactobacillus salivarius LS_gPCR_F | acacgtttctttagctgaattaatccc LS_gPCR_R | gtgcagttaccatgtattgatgaga
Bifidobacterium bifidum BBi_gPCR_F | ctggcagccgtgacactact BBi_gPCR_R | tgaactggccgttacggtct
Bifidobacterium breve BBr_qPCR_F | tcatcacggcaaggtcaaga BBr_gPCR_R | agaacagctggaacaattcgac
Bifidobacterium longum subsp. infantis BLI_gPCR_F | atgatgcgctgccactgtta BLI_gPCR_R | cggtgagcgtcaatgtatctcc
Bifidobacterium longum subsp. longum BLL_gPCR_F | gtgtggattacctgcctaccatc BLL_gPCR_R | gtcgccaaccttgaccactt
Lactobacillus casei pLC_PA_F tggcttctcttggtgaacataac pLC_PA_F gcttttagaacgcccacatttg
Lacticaseibacillus paracasei pLPC_PA_F | tacgacagtgcagcttggtg pLPC_PA R | acgttaatccggtactgcgc
Lacticaseibacillus rhamnosus PLR_PA_F | ctcaccageggcttttcc pLR_PA_R | gccgtaaatgcecataatgece
Lactobacillus acidophilus PLA_PA_F | ggcaacgactgtaactcaaaatg pLA PA_R | cgttggaatgactggattatctgg
Limosilactobacillus fermentum LF_gPCR_F | taattgtcgccctgategec LF_gPCR_R | atttgccccacgtaaccacc
Lactobacillus helveticus pLH_PA_F caatgttcatcgtggegtcc pLH_PA_R gcatcgctaactgttgeccaag
Lactiplantibacillus plantarum pLP_PA_F ccctgaacagtctgeaattaacg pLP_PA_R gcggtcagtggtgggatc
Klebsiella pneumoniae KSSP_PA_F | tgcccgtgtegttggtga KSSP_PA_R | ccgtrccgtcatagttrtcga
Lactococcus lactis pLL_PA_F ggcatatcttttgtgacccatttacc pLL_PA_R ggctgcaaccaattcgacag
Pediococcus acidilactici pPA_PA_F ggatgtttatacttttggtccgge pPA_PA_R acttgtcgattgcttccgtataag
Streptococcus salivarius pSS_PA_F gctgeccacaagaatcaagce pSS_PA_R cgttttgatcttcagtcgcacc
Streptococcus thermophilus pST_PA_F tgacatggctgattacttccgtag pST_PA_R gcaatccaccaccagagttacc
Heyndrickxia coagulans pWC_PA_F | acatccgtgactaccgcaag pWC_PA_R | gtttcgtcgtactcccagge
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BAL_qPCR_F | acctcaccaatccgctgttc BAL_qPCR_R | gatccgcatggtggaactct
Enterococcus faecalis EFs_PA_F accattcgtgccagttttaaga EFs_PA_R agcgacatctttcaccacttca
Enterococcus faecium EFm_PA_F catcgcattgcttacggggt EFm_PA_R cgtccatctcaccatatgetgt
Bacillus subtilis BS_gPCR_F | gcgcacatcagaacactgct BS_gPCR_R | agctccttgtcattgtacgca
Lactobacillus gasseri LGs_qPCR_F | tcaaagaatatcaaaacgccaagg LGs_gPCR_R | agggattagcatcgaattcattgattt
Limosilactobacillus reuteri LRe_qPCR_F | aacttaccaagcgattcgtgc LRe_qPCR_R | tgtccaaatgcggttgaatactt
Staphylococcus aureus SA_PA_F tggtcecggtttatttggtgt SA_PA_R tgctgcaactgatcgacgaa
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus | LDB_QPCR_F | actaaaagatacggtagatacagaagt | LDB_qPCR_R | agctccctgaaccgtaaattgg
Streptococcus pyogenes SP_gPCR_F | acctcaaatttccgcaactca SP_gPCR_R | tgctctcaatactggcaaggt
Lactobacillus jensenii LJ_gPCR_F aaagtgcttcattcgcatacaacg LJ_gPCR_R gcttgtcgecageagtagtt
Saccharomyces cerevisiae SC_gPCR_F | tgtaccaattattaacatgcgaggaa |SC_qPCR_R | gatgaggattcttgcagcgttag

Tabulka 2. Pfiprava preamplifikacni reakce

1x

EliZzyme HS FAST

20x UNG Supplement
Voda

Mix primert (1 uM kazdy)

10 ul
1l
2 ul
5ul

DNA (1 ng/ ul)

2 ul

Celkem

20 ul

Finalni koncentrace kazdého z preamplifikacnich primer( je v PCR reakci 250 nM




Tabulka 3. PCR protokol

95°C 2 min
95°C 10s
60°C 30 30x

10°C Forever

3.3.2 Ligace

Pfipravit smés vSech molig (Tabulka 6) s koncentraci 1 uM kazdého.

Tabulka 4. Priprava ligacni reakce

1x
10x Ampligase pufr 2 ul
Ligase (5U/ ul) 0,2 ul
Mix molig (1 uM) 0,1 ul
Voda 16 ul
Preamplifikovana DNA 2 ul
Celkem 20 ul

Finalni koncentrace kazdého z molig v reakci je 5 nM
Reakci pripravit do PCR zkumavek, pro lepsi manipulaci je vyhodnéjsi vyuZzit stripy nebo ustfizené PCR

desticky.

Tabulka 5. Protokol ligace (PCR cycler)

95°C 5 min
62 °C 1 min
95°c 55 1O

10°C Forever

Po probéhnuti ligacni reakce pridat 3 pl roztoku Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1. Inkubace aspon
5 min pfi RT. Protfepavat pribéziné na vortexu. Kratce stocit, dbat na max 500 otacek/min. Kulicky

nesmi sednout na dno.

Purifikace na magnetickém stojanku (Biohazard)

Tento krok slouzi k odmyti nezligovanych a nenavdzanych molig, premaplifikované DNA a chemikalii z
ligacni smési.

1. Zkumavky, stripy nebo PCR desticky s PCR reakci a kulickami umistit do magnetického stojanku
2. NechatstatccalOs

3. Opatrné odsat veskerou tekutinu a neporusit zachycené kulicky

4. Pridat 50 ul 0,1 M NaOH (vzidy Cerstvé pripraveny), zkumavky zavfit, dikladné zvortexovat a
inkubovat 10 min. PrlibéZné vortexovat, pak kratce stocit, aby se odstranily pfipadné kapky z vicka

a stén, dbat na max 500 otacek/min, kulicky nesmi sednout na dno.

5. Umistit na magneticky stojanek a nechat stat cca 10 s



6. Opatrné odsat veskerou tekutinu a neporusit zachycené kulicky

7. Pridat 100 pl pufru 10 mM TrisCl, pH8, zkumavky zavfit, dlikladné zvortexovat kratce stocit, aby
se odstranily pfipadné kapky z vicka a stén, dbat na max 500 otacek/min, kulicky nesmi sednout

na dno

8. Zopakovat kroky 6a 7
9. Odsat tekutinu, nechat stat v magnetickém stojanku a pfidat opatrné 180 pl 10 mM TrisCl, pHS,
nijak nesuspendovat a odstranit veskerou tekutinu

10. Zkumavky s kulickami jsou nyni pfipraveny na pfidani PCR mixu a naslednou PCR.

3.3.3  PCR s univerzadlnim primery

V tomto kroku dochazi k amplifikaci ligovanych produkt( z pfedchoziho kroku pomoci PCR.

Tabulka 7. Sekvence univerzalnich primerf

Nazev primeru | Sekvence

UniF5 Cy3-TATCCGTCCATCCAAGTCCG
UniR5 Cy3 TGCGTACTACCATACCTGCC

Tabulka 8. Priprava PCR mixu

1x
EliZyme HS FAST 10 ul
20x UNG Supplement 1l
Voda 9 ul
Primer UniR5 (100 uM) 0,1l
Primer UniF5 Cy3 (100 uM) 0,2 ul
Celkem 20 pl

Tabulka 9. PCR protokol
95°C 2 min
95°C 5s
60°C 5s
10°C Forever

30x
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Tabulka 6. Sekvence molig pouzitych na ligaci

Druh TAG | Nazev MOL1 Sekvence MOL1 Ndzev MOL2 Sekvence MOL2

I1AC 12 MOL1_IAC2_T12 | atgtgtttgccctccaatggatcAGTAGAAAGTTGAAATTGATTATGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_IAC2_T12 TGCGTACTACCATACCTGCCcgaggaataggcttaatgatactatggtca
Ligilactobacillus salivarius 13 | MOL1_plLS_T13 tggagaattggctttatcttagggcAGTGAATGTAAGATTATGTATTTGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLS_T13 TGCGTACTACCATACCTGCCccaaatctcatgcgatgacagge
Bifidobacterium bifidum 14 | MOL1_pBBi2_T14 | gcactgaatcagaccgtaacgATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pBBi2_T14 | TGCGTACTACCATACCTGCCcaagccagcgatgacaatctt
Bifidobacterium breve 15 | MOL1_pBBr2_T15 | gcgtgctgctgttggtcGTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGTACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pBBr2_T15 | TGCGTACTACCATACCTGCCtgtggtgggctgcttgg
Bifidobacterium longum subsp. infantis 18 | MOL1_pBLI2_T18 | tcccgttgcacagggtGTAATTGAATTGAAAGATAAGTGTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pBLI2_T18 | TGCGTACTACCATACCTGCCcgctgccactgttaatgec
Bifidobacterium longum subsp. longum 19 | MOL1_pBLL2_T19 | cgacatacaccaagttccagcGTGTGTTATTTGTTTGTAAAGTATCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pBLL2_T19 | TGCGTACTACCATACCTGCCcctaccatcggccaagtge
Lactobacillus casei 20 | MOL1_pLC_T20 tttggtaacgactcaaatgaccagAAATTAGTTGAAAGTATGAGAAAGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLC_T20 TGCGTACTACCATACCTGCCtttcctggtgactatgtggca
Lacticaseibacillus paracasei 21 MOL1_pLPC_T21 | cattgtgcttgattttctatggggcATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLPC_T21 | TGCGTACTACCATACCTGCCgctttaccgccagecga
Lacticaseibacillus rhamnosus 22 MOL1_pLR_T22 ctettgtttgctggeggttcGATTGATATTTGAATGTTTGTTTGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLR_T22 TGCGTACTACCATACCTGCCccttgttcatcgccageatg
Lactobacillus acidophilus 25 MOL1_pLA_T25 gttactccaactgaccctggcGTATGTTGTAATGTATTAAGAAAGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLA_T25 TGCGTACTACCATACCTGCCcaagccaagtgtgccaaca
Limosilactobacillus fermentum 26 MOL1_ pLF_T26 cctegtcgecaaccaagaTTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLF_T26 TGCGTACTACCATACCTGCCgtacttgcgtggtgaaccgtc
Lactobacillus helveticus 27 MOL1_pLH_T27 atcatggaacatcacagcaatttactAAGATGATAGTTAAGTGTAAGTTACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLH_T27 TGCGTACTACCATACCTGCCctggggatgaaatcgtggtttcc
Lactiplantibacillus plantarum 28 MOL1_pLP_T28 gaagcgtttggacagcggGATAGATTTAGAATGAATTAAGTGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pLP_T28 TGCGTACTACCATACCTGCCccgaccgcattcaagattactgg
Klebsiella pneumoniae 29 | MOL1_KP_T29 gtctggcgaaaatcgctcatg TTTAAGTGAGTTATAGAAGTAGTACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_KP_T29 TGCGTACTACCATACCTGCCggcgatgcgttataccgaaattc
Lactococcus lactis 30 | MOL1_pLL_T30 aatagcttgagcaatcataactgaaggGTGTTATAGAAGTTAAATGTTAAGCGGACTTGGATGGACGGATA | MOL2_ pLL_T30 TGCGTACTACCATACCTGCCgcttgaaccccagttactttccaa
Pediococcus acidilactici 33 | MOL1_pPA_T33 cgacgecgattttgccc TATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pPA_T33 TGCGTACTACCATACCTGCCgctcgtttggaagcaactcg
Streptococcus salivarius 34 | MOL1_pSS_T34 tgttgatatgagtggttacctttcagtTGATATAGTAGTGAAGAAATAAGTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pSS_T34 TGCGTACTACCATACCTGCCgctgatgaaatcaaaggctttaagac
Streptococcus thermophilus 35 [ MOL1_pST_T35 ttagtgataaacactttgcttcaggtaacAATAAGAGAATTGATATGAAGATGCGGACTTGGATGGACGGATA | MOL2_ pST_T35 TGCGTACTACCATACCTGCCctggtaaactagttgatctttcaageg
Heyndrickxia Weizmannia coagulans 36 | MOL1_pWC_T36 | tcgatgaacatgcctggtttgtcTTGTGTAGTTAAGAGTTGTTTAATCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pWC_T36 | TGCGTACTACCATACCTGCCggatcttgtcgtgaaccatacctc
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 37 MOL1_pBAL_T37 | cggacaacgagggcaaacTGTATATGTTAATGAGATGTTGTACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pBAL_T37 | TGCGTACTACCATACCTGCCcaatccgctgttcgeca
Enterococcus faecalis 38 MOL1_EFs_T38 aaagcggaaaatcgtgaagaattgcAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_EFs_T38 TGCGTACTACCATACCTGCCatgggttctagtgtcggaattage
Enterococcus faecium 39 MOL1_EFm_T39 gcgtgaaccageggaaagtacTTGTGATAGTAGTTAGATATTTGTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_EFm_T39 TGCGTACTACCATACCTGCCggatgagcagcaccgttttg
Bacillus subtilis 42 MOL1_pBS_T42 caaggttcaacaggggaaacgATTTGTTATGATAAATGTGTAGTGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pBS_T42 TGCGTACTACCATACCTGCCcgcagccgecgctcta
Lactobacillus gasseri 43 MOL1_pLGs_T43 | aatggaatcttgactaacgcccgAAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pLGs_T43 TGCGTACTACCATACCTGCCggagcacccgtggcatc
Limosilactobacillus reuteri 44 MOL1_pLRe_T44 | cacaagcaaactcgacggatgacAATGTAAAGTAAAGAAAGTGATGACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pLRe_T44 | TGCGTACTACCATACCTGCCggatactgctttcttcctaaccgtttat
Staphylococcus aureus 45 | MOL1_SA_T45 acaaggtgctaagactcgtggGTTAGTTATGATGAATATTGTGTACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_SA_T45 TGCGTACTACCATACCTGCCcgcatttgagctgaagttggc
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus | 46 | MOL1_pLDB_T46 | tgttctgtctcaaggtagcgatattcGTGATTGAATAGTAGATTGTTTAACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pLDB_T46 | TGCGTACTACCATACCTGCCctatcaaataccgacctattttaccgc
Streptococcus pyogenes 48 | MOL1_pSP_T48 tgaccaatcaataccatattccttatcccTATGAATGTTATTGTGTGTTGATTCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_pSP_T48 TGCGTACTACCATACCTGCCactactattactggtttccaagacattg
Lactobacillus jensenii 51 | MOL1_pU_T51 attcttggtatgactgctggttcaatcGATAAGAAAGTGAAATGTAAATTGCGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pLJ_T51 TGCGTACTACCATACCTGCCgatgaccaaatcgtttcaagcgac
Saccharomyces cerevisiae 52 | MOL1_pSC_T52 cagttggaagtgagggtagcg GTAAGATTAGAAGTTAATGAAGAACGGACTTGGATGGACGGATA MOL2_ pSC_T52 TGCGTACTACCATACCTGCCggagatccttagaagaaccctgaag
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3.3.4  Hybridizace

V tomto kroku dochdzi k hybridizaci amplifikovanych ligacnich produkt(i na xTAG mikrosféry.

Tabulka 10. Sekvence xTAG mikrosfér a jejich asignace jednotlivym druhlm

Druh TAG

IAC 12 | AGTAGAAAGTTGAAATTGATTATG
Ligilactobacillus salivarius 13 | AGTGAATGTAAGATTATGTATTTG
Bifidobacterium bifidum 14 | ATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATT
Bifidobacterium breve 15 | GTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGTA
Bifidobacterium longum subsp. infantis 18 | GTAATTGAATTGAAAGATAAGTGT
Bifidobacterium longum subsp. longum 19 |GTGTGTTATTTGTTTGTAAAGTAT
Lactobacillus casei 20 | AAATTAGTTGAAAGTATGAGAAAG
Lacticaseibacillus paracasei 21 | ATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGA
Lacticaseibacillus rhamnosus 22 | GATTGATATTTGAATGTTTGTTTG
Lactobacillus acidophilus 25 | GTATGTTGTAATGTATTAAGAAAG
Limosilactobacillus fermentum 26 | TTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTA
Lactobacillus helveticus 27 | AAGATGATAGTTAAGTGTAAGTTA
Lactiplantibacillus plantarum 28 | GATAGATTTAGAATGAATTAAGTG
Klebsiella pneumoniae 29 | TTTAAGTGAGTTATAGAAGTAGTA
Lactococcus lactis 30 | GTGTTATAGAAGTTAAATGTTAAG
Pediococcus acidilactici 33 | TATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGT
Streptococcus salivarius 34 | TGATATAGTAGTGAAGAAATAAGT
Streptococcus thermophilus 35 | AATAAGAGAATTGATATGAAGATG
Heyndrickxia coagulans 36 |TTGTGTAGTTAAGAGTTGTTTAAT
Bifidobacterium animalis subsp. lactis 37 | TGTATATGTTAATGAGATGTTGTA
Enterococcus faecalis 38 | AGTAAGTGTTAGATAGTATTGAAT
Enterococcus faecium 39 | TTGTGATAGTAGTTAGATATTTGT
Bacillus subtilis 42 | ATTTGTTATGATAAATGTGTAGTG
Lactobacillus gasseri 43 | AAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTT
Limosilactobacillus reuteri 44 | AATGTAAAGTAAAGAAAGTGATGA
Staphylococcus aureus 45 | GTTAGTTATGATGAATATTGTGTA
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus | 46 | GTGATTGAATAGTAGATTGTTTAA
Streptococcus pyogenes 48 | TATGAATGTTATTGTGTGTTGATT
Lactobacillus jensenii 51 | GATAAGAAAGTGAAATGTAAATTG
Saccharomyces cerevisiae 52 | GTAAGATTAGAAGTTAATGAAGAA

Tabulka 11. Pfiprava hybridizaéni reakce

1x
20xSSC 30 ul
KaZda xTAG beads (2,5x10%/ ul) 40,4 pl
Voda 23 ul
PCR produkt 5ul
Celkem 60 ul
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Tabulka 12. Protokol hybridizace
95°C 1,5min
50°C 10 min
37 °C Forever

3.3.5  Priprava pfistroje MagPix na analyzu

Pred zapocetim analyzy je nutné provést procisténi a kalibraci ptistroje MagPix. Kalibrace a verifikace
pfistroje se provadi podle doporuceni vyrobce. Pfed zapocdetim analyz v dany den je doporuceno
provést hloubkové cisténi pristroje (Weekly maintanance routine), aby bylo zajisténo dukladné

promyti celého systému. Stejné promyti je doporuceno provést i po skonéeni analyz.

3.3.6 MagPix analyza

Protokol méfeni na pfistroji MagPix musi byt nastaven s nasledujicimi parametry: Heat blok na 37 °C,
objem vzorku 50 pl a aktivovany parametr Sample wash. Analyza probihd manudlné, neni potreba

nastavovat interni parametry analyzy.

3.3.7 Analyza a intepretace vysledki

Metoda MOL-PCR poskytuje pouze kvalitativni analyzu probiotickych doplrk( stravy. Potvrzuje tedy
pfitomnost nebo absenci vyjmenovanych druhd probiotickych bakterii. Pristroj MagPix poskytuje
hodnoty MFI (median fluorescence intensity) pro kazdy vzorek. Tato veli¢ina ukazuje median intenzity
fluorescence PCR produktli oznacenych Cy3, které jsou specificky navazany na konkrétni xTAG
mikrosféru prostrednictvim TAG sekvence. Vysledky méreni jsou pak dostupné ve formé csv souboru,
ktery se pro potfeby hodnoceni a intepretace analyzy prevadi do Excel souboru. Tato tabulka ukazuje

MFI jednotlivych vzork( pro konkrétni mikrosféru.

Tabulka 13. Intepretace vysledkl probiha podle nasledujiciho klice:

MFI < 100 Dana bakterie/kvasinka neni pfitomna
100 > MFI < 170 | Dana bakterie/kvasinka pfitomna v minimalni mnozstvi*
MFI > 170 Dana bakterie/kvasinka je pfitomna

* Béhem testovani metody bylo zjisténo, Ze celd fada probiotickych vyrobk( (v zavislosti na jejich
sloZzeni nebo pokud se jednd o vicedruhové) obsahuje stopové mnoZstvi nedeklarovanych bakterii,
které pravdépodobné pochazi z vyroby. Vzhledem k podstaté metody, kterd spociva v multiplexni
detekci mdZou u konkrétnich vyrobkd, predevsim vice druhovych a také v zavislosti na jejich sloZeni,
bylo v pribéhu testovani zjisténo, Ze dochazi k detekci téchto stopovych mnozstvi nedeklarovanych

probiotickych bakterii. Z empirickych dat ziskanych v pribéhu testovani byl stanoven interval, ktery by
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mél Uspésné rozlisit mezi skute¢nou pritomnosti deklarovaného probiotického kmene a , provozni
kontaminaci“. V pfipadé pochybnosti lze pro vylouceni nebo potvrzeni pouzit analyzy pomoci gPCR
prokazujici specifickd probiotika, které byly vramci feseni projektu vyvinuty pro konfirmaci a

potencialni kvantifikaci vybranych probiotickych kmen( bakterii a kvasinek.

3.4 Provedeni 16S sekvenovani

3.4.1  Priprava knihovny

3.4.1.1 Priprava PCR smési pro amplifikaci 16S rRNA knihovny

Z dlvodu mozné kontaminace bakteridlni DNA z prostfedi musi byt pfiprava PCR provadéna v PCR
boxu, v prostoru, kde nedochazi k manipulaci s PCR produkty nebo bakteridlni DNA. Pfed zacatkem
prace se veskery povrch PCR boxu a pouzivané pomUcky ocistit pomoci prostifedkl degradujicich DNA
a RNA.

Do jednotlivych jamek 96jamkové PCR desticky/stripl pripravime reakéni smési pro dany pocet vzorka.

Tabulka 14. SloZeni reakéni smési na jeden vzorek

Komponenta Objem
Kapa2G robust 2x mix 10,0 pl
Primer Set V1-V2 2,0 ul
PCR voda 6,0 ul

Do jednotlivych jamek 96jamkové PCR desticky s pfipravenymi reakénimi smésmi pfidame 2,0 pul
izolované DNA z analyzovanych vzork(l nebo PCR DEPC RNAse/DNase Free vodu jako negativni
kontrolu.

96jamkové PCR desticky nebo 8jamkové stripy s amplifikaénimi smésmi zalepime PCR fdlii nebo

zavieme vicky, kratce sto¢ime a vloZime do PCR cykleru.

Tabulka 15. Parametry reakéniho cyklu v termocykleru

95 °C 10 min

95 °C 30s

55°C 30s 25x
72 °C 90s

12 °C Forever

3.4.1.2 Exo-SAP precisténi

V nasledujicim kroku dojde k precisténi amplikonl pomoci smési exo-SAP
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K 2 ul PCR smési v jednotlivych jamkach 96 jamkové desticky pfidame jednotlivé enzymy dle tabulky
nize:
Tabulka 16. SloZeni smési k precisténi amplikon(

Komponenta Objem

PCR smés 2,0 ul

Exol (20U/ ul) 0,5 pl
CIAP (1U/ul) 1,5ul

96jamkové PCR desticku nebo 8jamkové stripy s amplifikacnimi smésmi zalepit PCR félii nebo zavfit

vicky, kratce stocit a vlozit do PCR cykleru.

Tabulka 17. Parametry reakéniho cyklu v termocykleru
Teplota Cas
37°C 15 min
95°C 10 min
12°C Hold

3.4.1.3 Priprava indexacni PCR

Kazdy vzorek musi mit unikatni kombinaci primert (index() P7 a P5. Je nutné si zapsat kombinace
index( svych vzorkl pro pozdéjsi vyhodnoceni. V ramci amplifikace vzorkl pro 16S rRNA sekvenancni

knihovnu je nutné pouzit min. dvé negativni kontroly (PCR DEPC RNAse/DNase Free vodu).

Do jednotlivych jamek 96jamkové PCR desticky pfipravime reakéni smési pro dany pocet vzorka.

Tabulka 18. SloZeni smési na jeden vzorek

Komponenta Objem
Kapa2G robust 2x mix 10,0 pl
FW primer (P7) 2,5 uM 2,0 ul
REV primer (P5) 2,5 uM 2,0 ul
PCR voda 4,0 ul

Do jednotlivych jamek 96jamkové PCR desticky s pfipravenymi reakénimi smésmi pridame 2,0 ul
precisténych amplikon( z predchoziho kroku.
96jamkové PCR desticku nebo 8jamkové stripy s amplifikacnimi smésmi zalepime PCR fdlii nebo

zavieme vicky, kratce sto¢ime a vloZime do PCR cykleru.

Tabulka 19. Parametry reakéniho cyklu v termocykleru

Teplota Cas

95 °C 10 min

95 °C 30s

55 °C 305 2%
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72°C 90's

12°C Hold

3.4.1.4 Purifikace DNA amplifikatu 16S rRNA knihovny

N o v o~ W

10.

11.

12.

13.
14.

Pripravime si dostateény objem cerstvého 80% roztoku ethanolu, kdy na kazdy vzorek bude
potfeba 0,5 ml. V pfipadé 96 vzork(l smichame 40 ml ethanolu (min 99,8 %, p. a.) s 10 ml PCR
vody.

Vytemperujeme roztok SPRI select beads na pokojovou teplotu a vortexujeme roztok jednu
minutu.

Prepipetujeme cely objem PCR reakce (25 pl) do nové 96jamkova 0.2 ml semi-skirted PCR desticky.
Priddme 20 pl SPRI select beads a smés 6krat propipetovat pomoci 8kanalové pipety.
Inkubujeme 5 min pfi pokojové teploté.

Preneseme desticku na magneticky stojanek a pockdme 2 minuty.

Poté ponechdme desticku na magnetickém stojanku a pomoci 8kandlové pipety odstranime
supernatant.

Priddme pomoci 8kandlové pipety 200 pl 80 % ethanolu a inkubujeme 30 s.

POZOR: Po pridavku ethanolu desticku nesunddvdame z magnetického stojdnku, nevortexujeme a
ani nepropipetovdvdme pomoci 8kandlové pipety.

Poté ponechame desticku na magnetickém stojanku a pomoci 8kandlové pipety odstranime
supernatant.

Opét pfiddme pomoci 8kanalové pipety 200 pl 80 % ethanolu a inkubujeme 30 s.

POZOR: Po pridavku ethanolu desticku nesunddvdme z magnetického stojanku, nevortexujeme a
ani nepropipetovdvame pomoci 8kandlové pipety.

Poté ponechame desticku na magnetickém stojanku a pomoci 8kandlové pipety odstranime
supernatant a nechame zbytky etanolu odpafit po dobu 2 minut.

POZOR: DodrZujeme cCas, pelety z paramagnetickych kulicek nesméji uplné vyschnout!

Sunddme desticku z magnetického stojanku a pomoci 8kanalové pipety priddme do jamek 20 ul 1
x TE pufru. Poté pomoci 8kandlové pipety dlkladné propipetujeme nebo zvortexujeme
paramagnetické kulicky s TE pufrem a inkubujeme 5 minut pfi pokojové teploté.

POZOR: Paramagnetické kulicky musi byt v 1 x TE pufru dikladné resuspendovdny!

Nasledné desticku ddme opét na magneticky stojanek a pockame 2 minuty.

Poté ponechame desti¢ku na magnetickém stojanku a odebereme supernatant s precisténou DNA

do nové destic¢ky/PCR stripu.

3.4.1.5 Méreni koncentrace 16S rRNA knihovny
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Ke stanoveni koncentrace je doporuceno pouziti kitu QuantiFluor® dsDNA System (Promega, USA).

1. Pfipravime si dostatec¢ny objem cerstvého Working solution vzniklého zfedénim QF dye roztoku
s1 x TE pufru v poméru 1:400). Na kazdy vzorek/standard bude potieba 50 pl roztoku. Na
kvantifikaci 96 vzork(l véetné 6 standardli smichdme 11 pl QF dye roztoku s 4389 ul 1 x TE pufru a
smés dobre zvortexujeme.

2. Nasledné i pfipravime 6 standardl DNA pro kalibracni kfivku. DNA standard z kitu QuantiFluor®
dsDNA System (Promega, USA) o koncentraci 100 ng /ul nafedit na koncentrace 50 ng — 1 ng /ul

dle tabulky nize:

Tabulka 20: SloZeni smési na jeden vzorek

Standard Koncentrace Pfiprava

STD 1 25 ng /ul 10 pl DNA (100 ng/pl) + 15 ul 1 x TE
STD 2 12,5ng/ul 10 pISTD1+ 10wl 1 x TE

STD 3 6,4 ng /ul 10 ul STD2 + 10 wl 1 x TE

STD 4 3,2 ng /ul 10 I STD3 + 10 pul 1 x TE

STD 5 1,6 ng /ul 10 ul STD4 + 10 ul 1 x TE

STD 6 0 ng /ul 10l 1 xTE

3. Poté smichame do bilé 96jamkové PCR desticky kompatibilni s real-time PCR cyklerem 48 pl
Working solution se 2 pl jednotlivych precisténych vzork( a 6 standard.
4. Desticku prelepime PCR félii kompatibilni s real-time PCR cyklerem, zvortexujeme, kratce stocime

a vlozime do real-time PCR cykleru.

Tabulka 21: Parametry reakéniho cyklu v termocykleru

Teplota Cas
40 °C 1 min

Odecet signalu v kanalu

40°C 305 SYBR Green/FAM

5. Z odectenych hodnot jednotlivych standardd sestrojime kalibracni pfimku a z ni odecteme
koncentraci jednotlivych vzorkd.
POZOR: Vzorky by mély dosahovat min. koncentrace 2 ng/ul a max. koncentrace 30 ng/ul. Pokud
je koncentrace vzorku nizsi nez 2 ng/ul, je doporuéeno provést opakované amplifikaci 16S rRNA
knihovny, pokud je naopak koncentrace vzorku vyssi nez 30 ng/ul, je doporuceno vzorek naredit
a zméfit koncentraci znovu. Koncentrace DNA u negativnich kontrol by méla byt pod 0,5 ng/pl.
Pokud je vyssi nez 1 ng/ul mohlo dojit ke kontaminaci v ramci pFiprava PCR smési pro amplifikaci

16S rRNA knihovny a velmi se doporucuje provést amplifikaci 16S rRNA knihovny znovu.
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3.4.1.6 Smichani vysledné sekvenacni 16S rRNA knihovny

1. Na zakladé zmérené koncentrace vzork( upravime u vSech vzorkd (vyjma negativni kontroly)
pomoci 1 x TE pufru koncentraci DNA na 2 ng/ul.

2. Nasledné vytvofime smési vzorkl, kdy budou smichdna stejnd mnozstvi 8-12 vzorku (typicky 4 pl)
zahrnujici i negativni kontrolu.

3. Nasledné u jednotlivych smési ovéfit pomoci Qubit™ dsDNA Quantification Assay Kitu na
Fluorimetru Qubit koncentraci DNA. Postupovat dle instrukci u Qubit™ dsDNA Quantification
Assay Kitu, kdy je pipetovano 4 ul vzorku. Koncentrace jednotlivych smési by méla byt cca 2 ng/ul.
POZOR: Pokud je u nékteré ze smési koncentrace vyrazné odlisnd, tzn. > 3 ng/ul nebo < neZ 1,5
ng/ul, zkontrolovat fedéni vzorkd.

4. Pokud jsou koncentrace smési v ocekavanych hodnotach kolem 2 ng/ul, smichame stejna
mnoZstvi jednotlivych smési (typicky 10-15 pl).

5. Vyslednou koncentraci sekvenaéni 16S rRNA knihovny ovéfit pomoci Qubit™ dsDNA
Quantification Assay Kitu na Fluorimetru Qubit a pfepocitame ji na nmol/l, kdy primérna délka
fragment( DNA je 390 bp. Pfi koncentraci 2 ng/ul je poté tato koncentrace 8,0 nmol/I.

6. Takto pripravena 16S rRNA sekvenacni knihovna mize byt skladovana pfti -20 °C po dobu max. 1
mésice.

7. Naslednou ptipravu knihovny pro sekvenaci pomoci NGS pfistroje Illlumina MiSeq/MiniSeq

provést pomoci instrukci u jednotlivych sekvenacnich kitd.

3.4.2 Odesldni vzorka k sekvenovdni

Vzorky pfipravené dle vySe uvedené metodiky jsou odeslany k sekvenovani. Tato sluzba je nabizenai

externé v tuzemskych nebo zahraniénich institucich.

4  Srovnani ,novosti postupa“

Popsany postup zaloZzeny na MOL-PCR nebyl doposud v tomto rozsahu nikde pouZit a jeho vyuZiti
v oblasti identifikace sloZzeni probiotickych doplik( stravy je v celosvétovém kontextu naprosto
unikatni. V rdmci projektu byl plvodni postup publikovany pfedchozimi autory vyznamné vylepsen
predevsim, co se tyCe zahrnuti kroku preamplifikace a purifikace ligovanych fragmentl pomoci
Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1. Uvedené zmény umoznily oproti publikovanym vysledkiim
znacné rozsirit pocet cili detekovanych v jedné reakci na 30, coZ v dostupné literature nema obdoby.
Zkusenosti ziskané béhem feseni projektu budou vyuZity i v rdmci pripravy dalSich projektl, protoze

spolehliva technologie na multiplexni detekci cilovych molekul DNA nebo RNA mUze pfinést do celé
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fady zemédélskych a potravinarskych odvétvi nové postupy, které zefektivni a zlevni dosavadni
postupy zaloZzené predevsim na technikdch PCR. Novy postup zalozeny na MOL-PCR umoznuje
komplexné analyzovat probiotické preparaty dostupné na trhu v CR. Cely postup byl navrien tak, aby
vyuzil komeréné dostupné technologie (postup izolace DNA) a spojil je s moderni technologii.
Dosavadni postupy analyzy probiotickych doplnk( stravy zaloZzené na kultivaci a nasledné identifikaci
izolatd pomoci MALDI-TOF nedokaZi komplexné analyzovat probioticky pripravek s napf. 12 druhy
probiotickych bakterii a kvasinkou Saccharomyces boulardii. Kultiva¢ni vySettfeni takového vyrobku je
problematické jednak kvuli rozdilnym podminkam ristu jednotlivych bakterii, ale také kvli rozdilnému
mnozstvi jednotlivych druhi v pfipravku. Navic kultivace vyZaduje delsi ¢as a nékteré druhy mohou mit
problém s rlistem pfti uréitych podminkach. Dalsi komplikaci, kterd mlzZe nastat pfi identifikaci
jednotlivych bakterialnich druhl ve vyrobku je identifikace izolatd pomoci MALDI-TOF, coZ nardzi na
vysokou podobnost napf. druhl laktobacilll mezi sebou a s tim spojenou nedokonalost knihoven
pouzivanych k identifikaci. VSechna tato omezeni rfesi pravé navrhované postupy, doba extrakce DNA
muzZe byt zkracena na cca 30 minut a cely postup MOL-PCR, v¢etné analyzy na pfistroji MagPix trva cca

3 hodiny.

Rozvoj technologii sekvenovani DNA vedlo k masivnimu rozsifeni sekvenace variabilnich oblasti genu
16S rRNA. Tyto metody jsou vhodné k hodnoceni diverzity a sloZzeni mikrobialnich spoleCenstev a jsou
vyuzitelné i v béZznych laboratotich. Metody zaloZené na struktufe bakteridlniho genu kédujiciho rRNA
jsou vhodné i k testovani probiotickych preparatl a detekci v nich obsazenych mikrobialnich kultur.
Publikace zamérené na vyuziti téchto metod k detekci bakterii v doplncich stravy jsou zatim velmi
vzacné. Tato certifikovand metodika pfindsi metodu vhodnou k analyze komplexnich vzorkd,

obsahujicich vétsi pocet probiotickych kmen.
5 Popis uplatnéni metodiky

Cely projekt vznikl na zadani Statni zemédélské a potravinarské inspekce, kterd potfebuje vhodné
nastroje pro provadéni Urednich kontrol. Metodika bude primarné slouzit k pokryti poZzadavkd SZPI.
V rdmci projektu probé&hlo predani metodiky do laboratofi SVU lihlava, kde bude metodika
akreditovana a bude slouzit primarné pro potfeby Urednich kontrol, ale bude k dispozici i pro dalsi

zdjemce o analyzy probiotickych preparatd.

Vyse popsané postupy jsou vycCerpavajici a umoznuji provedeni obou metod i v jakékoli jiné laboratofi,
kterad vedle béZnych laboratornich pfistrojd disponuje i pristrojem MagPix pro multiplexni analyzu
vzorkl a ma pfistup k sekvenatordm lllumina nebo podobnym zafizenim NGS (bud formou sluzby nebo

vlastnictvim zafizeni).

6 Ekonomické aspekty
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Naklady na zavedeni metodiky do laboratore Ize odhadnout na cca 400 tisic K&, coz pfedstavuje naklady
na pofizeni nezbytného materialu, kde hlavni ¢ast naklad( predstavuje porizeni 30 sad xTAG mikrosfér
a vsech oligonukleotidd. Naklady na chemikalie (ligdza, polymerazy) tvofi relativné malou c¢ast, ostatni
chemikalie maji minimalni finanéni narocnost. Za tuto cenu Ize ovSsem analyzovat cca 2000 vzork(, coz

pfi zapocitani naklad( na izolaci DNA ¢ini cca 300 K¢ za vzorek.

Naklady na zavedeni metodiky sekvenovani do laboratore jsou nizké. Zahrnuji zékladni vybaveni
molekuldrné biologické laboratotfe, nakup izola¢niho kitu pro extrakci DNA a kitu pro pfipravu
knihoven. Sekvenovani lze objednat jako sluzbu u nékteré z tuzemskych ¢i zahrani¢nich firem.
Vyhodnoceni vysledkl Ize provést volné stazitelnymi programy. Pfedpoklddané ndklady na vysetreni
jednoho vzorku by se mohly pohybovat v rozmezi od 3 do 5 tisic K¢ v ndvaznosti na naklady na vlastni

sekvenovani.

Ekonomicky pfinos pro uZivatele SZPI bude spocivat predevsim v efektivnéjsi kontrole trhu
s probiotickymi doplriky stravy. Zde je obtizné vycislit ekonomicky pfinos pro statni spravu. Lze hovofit
predevsim o prinosu spolecenském spocivajicim v efektivnéjsi kontrole probiotickych preparat( a
ochrané spottebiteld pied falSovanymi potravinami. Pfimy ekonomicky p¥inos bude méfitelny u SVU
Jihlava, ktery obohati své portfolio akreditovanych metod. MOL-PCR umozni vyznamnou Usporu
nakladd a casu, které jsou nyni potfebné pro komplexni kultivacni analyzu a naslednou identifikaci

ziskanych izolati pomoci MALDI-TOF nebo sekvenovani.
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