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ABSTRAKT

Probiotické bakterie jsou definovany jako zivé mikroorganismy, které, pokud jsou konzumované
ve stanoveném mnoZzstvi, maji zdravi prospe$né ucinky. VéEtSina probiotik patii k bakteriim rodu
Lactobacillus a Bifidobacteria. Tyto a tada jinych mikroorganismli se v soucasnosti Uspésné
vyuzivaji v pramyslu, véetné potravinaiského. V potravinafstvi se probiotika vyuzivaji v prvni
fad¢ v mléénych vyrobceich a dopliicich stravy.
Probiotické bakterie, 1ze stejné jako ostatni mikroorganismy, idenfikovat metodou PCR, ktera
umoziuje amplifikovat specifické useky DNA. Polymerazova fetézova reakce byla provedena po
izolaci DNA z bakterialnich kulturnich kmenti metodou fenolové extrakce. PCR pro doménu
Bakteria byla pouzita pro ovéreni amplifikovatelnosti DNA a rodové specifickd PCR pro dikaz
pfitomnosti bakterii rodu Lactobacillus.

ABSTRACT

Probiotic bacteria are defined as live microorganisms, which when consumed in the determining
quantities, have healthy and beneficial effects. Most of probiotics belongs to the genera
Lactobacillus and Bifidobacterium. These and other genera of microorganisms are successfully
used in industry, including food industry at present. Probiotics are used primarily in dairy
products and food additives in food idustry.

Probiotic bacteria, like other organisms, can be to identifie by PCR method that allows
amplifying specific regions of DNA. Polymerase chain reaction was performed after DNA
isolation from bacterial cultures of three strains using phenol extraction method. PCR specific for
the domain Bacteria and genus-specific PCR were used for the confirmation of the presence of
bacteria of the genus Lactobacillus

KLICOVA SLOVA

Probiotik, izolace DNA, polymerazova tetézova reakce, identifikace, doména Bacteria, rod
Lactobacillus
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UVOD

ZhorSovani zdravotniho stavu populace nuti 1ékafe vénovat tomuto problému vice pozornosti. |
pres rychly rozvoj farmaceutického pramyslu, ktery produkuje obrovské mnozstvi 1é¢iv, neni
tendence k nartstajicimu vyskytu onemocnéni snizena. To je jeden z duvodiu zvySeného zajmu
védct o studium mikroorganismi, Zijicich v lidském téle, které se podileji na udrzeni norméalnich
metabolickych procest ¢lovéka.

Uspéchy mikrobidlnich vyzkumii na pfelomu XX - XXI stoleti a vznik nové lékaiské védy -
mikrobidlni ekologie ¢lovéka - pfispela ke vzniku v podstaté novych profylaktickych i
terapeutickych 1€kt - mikroorganismti, znamych jako probiotika.

V soucasné dobé jsou probiotika pouzivana velmi c¢asto. Pfijimany mohou byt se stravou v
nejrizngjSich formach. Predev§im jsou soucasti fady vyrobkid a potravin rostlinného ptvodu,
které jsou vyrobené biotechnologickym zplsobem za pouziti riznych mikroorganismi, vcetné
tzv. probiotickych. Zejména se to tyka mlécnych vyrobkl. Déle se jedna o lékové formy a
biologicky aktivni ptisady v potravinach.



1 PROBIOTIKA

1.1 Historie a definice

V roce 1908 Ilya Mechnikov, rusky védec a nositel Nobelovy ceny, ptedlozil teorii, Ze
bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) podporuji dlouhovékost a vedou ke zlepSeni zdravi.
Ptedpokladal, ze v disledku " stfevni auto - intoxikace " vzniklé latky mohou byt potlaceny
pomoci modifikace stfevnich bakterii. Navrhl vyménu proteolytickych mikrobti (napf.
Clostridium), produkujicich toxické latky (vCetné fenolu, indolu a amoniaku po traveni
proteinll) za jiné mikroorganismy. Mechnikov vyvinul dietu za pouziti mléka fermentovaného
bakteriemi, které pojmenoval “Bulgarian bacillus”.

Termin "probiotika" byl poprvé zaveden v roce 1965 Lilly a Stillwellem. Slovo pochézi z
feckych slov pro, coz znamena "podpora" a biotic, neboli "zivot." Na rozdil od antibiotik,
probiotika byla definovana jako mikrobidlni faktory, které stimuluji rast jinych
mikroorganismu [1].

Podle definice Roye Fullera (1989) jsou probiotika jsou zivé mikrobidlni dopliky stravy,
které prospivaji zdravi spotiebiteli tim, ze udrzuji nebo zlepsSuji jejich stievni mikrobidlni
rovnovahu [2].

1.2 Mikroorganizmy - probiotika

Probiotika mohou byt rizné mikroorganismy: bakterie, plisné a kvasinky. VétSina je vSak
fazena mezi bakterie.

Bakterie jsou ptirozeni a dominantni obyvatelé (99 %) v travicim traktu organismu, z ¢ehoz
vyplyva, ze vétSina v soucasnosti pouzivanych probiotik patii k prokaryotiim. Nejcasteji se
jako probiotika vyuzivaji bakterie rodu Bifidobacterium a bakterie mlécného kvaseni (BMK).
BMK jsou heterogenni skupinou Gram - pozitivnich bakterii, které fermentaci produkuji
kyselinu mlécnou. Zahrnuji rody Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus, Enterococcus a Weissella.

I kdyz vyzkum probiotik se zaméfuje zejména na probiotika prokaryotickd, védecky a
komer¢ni zdjem o eukaryotickd probiotika se v poslednich letech vyznamné zvysil a jejich
ucinnost byla potvrzena v klinickych studiich. Z eukaryotickych probiotik je pozoruhodny
zejména druh Saccharomyces cerevesiae, ktery patii do rodu Saccharomyces, a je nejcastéji
pouzivanym probiotikum [3]. Srovnani prokaryotickych a eukaryotickych probiotik je
uvedeno v Tabulce 1.



Tabulka 1. Porovnani charakteristik eukaryotickych a prokaryotickych probiotik [3]

Vlastnost Prokaryota (bakteria) Eukaryota (pliser)
Velikost 0,5—-5um 10x 5 um
Peptidoglykan, Chitin, glukan, manosa,
Slozeni bunécné steny lipotejchoova kyselina,
lipopolysacharidy fosfolipomanan
Optimalni podminky rtstu:
H
P 6.5-7.5 45-65
Tepl
eplota 10 - 80 °C 20 -30 °C
Tolerance k zalude¢né §tave Ano Ano
Tolerance k sohm zlucovych Ano Ano
kyselin
Rezistence vici antibiotikiim Ne Ano
Schf)pnrost preno§1’1 Ano Ne
genetického materialu
Prltompost V stfevni 99 % 1%
mikrobiote
Schopnost kolonizovat stievo Vysoka Nizka-Stiedni

1.2.1 Rod Lactobacillus

S vice nez 100 druhy a poddruhy, rod Lactobacillus ptedstavuje nejvétsi skupinu v celedi
Lactobacillaceae. Rada kment rodu Lactobacillus se vyuziva jako probiotika: L. rhamnosus, L.
acidophilus, L. plantarum, L. reuteri, L. fermentum, L. lactis, L. casei, L. bulgaricum.

Clenové rodu jsou tyéinkovité bakterie ¢asto spojené do fetézcii. Jsou aerobni, ale dobie rostou i
za anaerobnich podminek [3].

V bunécné sténé laktobacilii nachazi se peptidoglykanu a teichoova kyselina, ovlivnujici imunitni
system prostfednictvim stimulace migrace monocyti a aktivace fagocytarni aktivity (citace).
Existuji dvé skupiny druhti v zavislosti na jejich schopnosti zkvaSovat cukry: homofermentativni
druhy, pfevadi cukry vétSinou na kyselinu mlé¢nou a heterofermentativni druhy, které prevadi
cukry na kyselinu mlécnou, kyselinu octovou, etanol a oxid uhli¢ity. Vysledkem je, Ze
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Lactobacillus inhibuji rist a nasobeni mikroorganizmu pochdzejici z vnejsiho prostredi
blokovanim bunécnych receptort sliznice vutici adhesint patogennich bakterii.

Bakterie rodu Lactobacillus jsou ptirozeni obyvatelé stfevniho traktu lidi a jinych zivocichi a
hlavnimi zastupci mikroflory porodnich cest [4].

1.2.2 Rod Bifidobacterium

Zastupce rodu Bifidobacterium jsou Gram - pozitivni bakterie s vysokym zastoupenim G + C v
DNA, které patii do aktinobakterii. Jejich bunky jsou ty¢inkovité a jsou casto usporadané do
vétvicich se vlaken [3]. Maji bohaty metabolismus: produkuji extraceluldrni enzymy, rozkladaji
mnohé polymery. Jsou obvykle anaerobni a heterotrofni. Bifidobakterie jsou dominantni
obyvatelé traviciho traktu savci, ptaka a nékterych studenokrevnych zvitat. Bifidobakterie jsou
Casto pouzivany jako probiotické slozky v fad¢ funkénich potravin. Mezi nimi jsou kmeny: B.
bifidum, B. longum, B. breve, B. infantis, B. adolescentis. U¢inek bifido-obsahujicich ptipravki
se vysvétluje produkei raznych latek (kyselina octova, kyselina mlécnd) v procesu metabolizmu
zastupct rodu Bifidobacterie, a take schopnost mikroorganizmti modulovat rizné Ccasti
imunitniho systému: zvySeni produkce g-interferonu, syntéza imunoglobulint apod. [4].

1.3 Obecna kritéria probiotik

Aby organizmus mohl byt uznan, jako probiotickum musi spliiovat nékolik kritérii:
1. Bezpecnost
2. Funk¢ni vlastnosti

3. Technologické vlastnosti

1.3.1 Bezpecnostni aspekty

Bezpecnostni aspekty zahrnuji jejich pivod: gastrointestinalni trakt (GI- trakt) zdravého ¢lovéka,
nepatogenitu a nesmi byt rezistentni k antibiotikiim [2].

1.3.2 Funk¢ni aspekty

Funk¢ni aspekty zahrnuji napiiklad: zivotaschopnost v Gl-traktu, imunomodulace, antagonistické
a antimutagenni vlastnosti. Funkéni pozadavky probiotik byvaji stanovené s pouzitim metod in
vitro.
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Pii vybéru vhodného probiotika je tieba zvazit nékolik funkénich aspektii napf.:

1. Tolerance k nizkému pH tj. tolerance k prostiedi lidského zaludku (zalude¢ni Stavy)
2. Tolerance k prostredi zluci (dtlezita vlastnost pro preziti v tenkém stieve)

3. Adsorpce bunék na epitelidlnim povrchu a prezivani v lidském GI - traktu

4. Imunostimulace, ale ne protizanétlivé u¢inky

5. Antagonisticky uc¢inek proti patogenim vcetné patogenli potravinaiského tetézce (jako je
Helicobacter pylori, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes a Clostridium difficile) [2].

Probiotické bakterie vyvijeji svou ¢innost na tfech tirovnich. Na prvni trovni (interakce mikrob -
mikrob) probiotické bakterie inhibuji zivotaschopnost patogennich a potencidln€ patogennich
kmenti v dasledku konkurence o Ziviny a také diky schopnosti produkovat “bakteriociny” a
dalsi substraty (cytokiny, mlécna kyselina, maselna kyselina) s antimikrobialni aktivitou. Na
druhé urovni (interakce mikrob - epitel traviciho traktu), kdy probiotické bakterie zabranuji
adhezi nebo vytlacuji z adheznich receptorii patogenni a potencialné patogenni mikrofloru. To
brani translokaci stfevnich bakterii do vnitiniho prostfedi hostitele, ¢imz se zlepSuje bariérova
funkce stievniho epitelu. Velmi dtlezity mechanismus uc¢inku probiotik (tfeti iroven mikrobialni
interakce mikrob - imunitni systém) se podili na aktivaci lokdlnich a systémovych ochrannych
imunitnich reakci, jakoz i na vytvofeni imunologické tolerance mikroorganismu [5].

Pokusy s riznymi probiotickymi kmeny ukézaly, ze probiotické kmeny obvykle zmizi z
gastrointestinalniho traktu béhem nékolika tydnii po poziti a lze ptedpoklédat, Ze jejich pozitivni
ucinek je preruSen. Nicméné, pravidelné pouzivani mize zvysit Sance probiotika na prospéSny
ucinek v GI - traktu [4].

1.3.3 Technologické vlastnosti

Peclivé vySetfeni probiotickych kment na jejich technologické vhodnosti mize také umoznit
vybér kmenii s nejlepSimi vyrobnimi a technologickymi vlastnostmi. Nicméné, bakterie s
vyjimeénymi, funkénimi a zdravi prospéSnymi vlastnostmi, musi byt Casto vylouceny kvili
technologickym omezenim. Nové technologie vSak postupné umoziluji i rozsifeni sortimentu
vyrobkt, do kterych probiotika Ize aplikovat a v nichz Ize umoznit vyuziti novych ucinnych
kment [4].

Zivotaschopnost probiotik byl marketingovym a technologickym problémem pro mnoho
pramyslovych vyrobct. Probiotické potraviny by mély obsahovat specifické probiotické kmeny s
vhodnymi funkénimi vlastnostmi v priibéhu celé doby jejich trvanlivosti. Radu technologickych
aspektt je tieba vzit v uvahu pii vybéru probiotik napf.:
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1. Zachovani dobrych senzorickych vlastnosti vyrobku
2. Rezistence k bakteriofagiim
3. Zivotaschopnost v priibéhu zpracovani

4. Stabilita béhem vyroby a skladovani

1.4 Klinické studie

Jak uz bylo uvedeno, stanoveni funk¢nich vlastnosti probiotik se provadi za pouziti metody in
vitro a vysledky téchto studii by se mély odrazit v kontrolovanych studiich provedenych u
¢loveéka. V ruznych klinickych studiich byly zjistény blahodarné uinky probiotik, napf-.:

Modulace stievni mikroflory

Modulace imunitni odpovédi

Snizeni fekalni enzymové aktivity

Zvyseni fekalniho obsahu mastnych kyselin

Zmirnéni symptomil atopické dermatitidy u déti
Prevenci nebo lécba riiznych prijmovych onemocnéni

AR S

Je znamo, Ze nejsilnéjSi dikaz efektivity probiotik souvisi s jejich pouZitim pro zlepSeni
funk¢nosti stfev a také pro stimulaci imunitniho systému [2].

1.5 Prebiotika

Prebiotika byly poprvé definovany jako nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé ovliviiuji stav
hostitele selektivni stimulaci rstu a aktivity omezeného poctu bakterii v tlustém stievé. Podle
vyzkumil prebiotika zvySuji pocet uzitecnych anaerobni bakterii (napt. Bifidobakterii) a snizuji
populaci potencialn¢ patogennich mikroorganismi [6].

Bézné znama prebiotika: oligofruktosa, inulin, galaktooligosacharidy, laktulosa. Prebiotika jsou
ve vyznamném mnozstvi obsazena v takovych potravinach rostlinného ptivodu, jako jsou cibule,
porek, cesnek, zrnka je¢mene a pSenice, banany [1].

1.6 Symbiotika

Symbiotika jsou slozky, které obsahuji jak probiotika, tak prebiotika. Termin symbiotika je
vyhrazen pro produkty, u nichz prebioticka slozka selektivné zvyhodiuje aktivitu probiotik [7].
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1.7  Probiotické vyrobky

V dnesni dob¢ uzivani probiotik jako doplik stravy, pfedstavuje jen malou cast jejich celkové
spotieby, zatimco vétSina probiotickych vyrobkli se nakupuje v béznych obchodech s
potravinami. Je zfejmé, Ze rozsah pouziti probiotik je velmi Siroky. Vyuziti probiotik dale naslo
uplatnéni v kosmetologii, farmaceutickém primyslu, spotfebni chemii, farmatstvi [8]. Piiklady
vyuziti probiotik v primyslu jsou uvedené v Tabulce 2.

Tabulka 2. Vyuziti probiotik v riznych oblastech primyslu [8]

Oblast vyuZziti Vyrobky

Pfirozen¢ fermentované vyrobky, syr, fermentované mléko, jogurt,
Potravinarstvi maslo, kumys, kefir, chleb, susenky, kéva, ¢okolada, med, zmrzlina,
dzus, muffiny, s6jové mléko, dopliiky stravy

Farmaceuticky Registrované farmaceutické vyrobky, tabletky, prasky, kapsuly,
pramysl vaginalni ¢ipky
Kosmetologie a Anti-age sérum, pletova voda na oblicej a télo, hydratacni krém, zubni
hygiena pasta, tampony, Sampon, sprchovy gel
Spotiebni chemie Cistici prostiedky na podlahu, primyslové &isténi odpadnich vod
Zemédélstvi Vyrobky uréené pro péci o ryby, dopliky krmiv hospodarskych zvirat

1.7.1 Potravinariské vyrobky

Prvni navrh vyuzivani probiotik v potravinach piedlozil W.Henneberg. Henneberg pouzil stievni
baktérie Lactobacillus acidophilus na vyrobu jogurtu, kterému ftikal Acidophilus-Milch na
zacatku roku 1980. Kdyz tento typ produktu kvaSeni nakonec ziskal uspéch v Némecku a v
nekterych dalSich zapadoevropskych zemich, jeho zdravotni aspekty se staly daleko méné
dilezité, nez moznost produkovat nové, mirné kyselé, fermentované vyrobky [9]. Dnes je
spotieba potravin a doplnkl, obsahujicich probiotika, pfedevSim fizena "mékkymi ", zdravi
prospéSnymi Uc¢inky a podporou imunity, nez lécbou piiznakii onemocnéni [8].

Kmeny rodu Lactobacillus jsou obvykle pouzivany do fermentovanych mlék, syrt, zmrzliny,
potravinovych doplikli a masla [10]. Jsou tedy obecné povazovany za bezpecné (generally
regarded as safe - GRAS) v souladu s Americkym federalnim Ufadem pro kontrolu 1¢ki a
potravin (Food and Drug Administration) a splituji kritéria kvalifikované presumpce bezpecnosti
(Qualified Presumption of Safety), v souladu s Evropskym uradem pro bezpecnost potravin
(European Food Safety Authority). Kmeny Lactobacillus jsou uvadény na trh jako podporujici
zdravi spotiebitele. Jejich bezpecnostni status, enzymaticka aktivita a schopnost ptezit prichod
travicim traktem (GIT) jsou podminkami k zafazeni mezi probiotika [2].

14




V potravinatskych vyrobcich probiotického typu jsou pouzivany zejména mikroorganizmy rodu
Lactobacillus, rodu Bifidobacterium a kmenu Streptococcus thermophilus, a v posledni dob¢ také
Bacillus.

Jogurt je prioritnim probiotickym produktem. Vyrabi se fermentaci mléka dvou startovacich
kultur Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus thermophilus. Obohatit ho 1ze o bakterie rodu
Bifidobakterium [11].

Kumys je produktem mlécného kvaseni cukru pomoci bakterii druhu Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, a etanolového kvaseni pomoci kvasinek druhu Candida utilis [12].

Ptiklady nékterych kmeni probiotickych bakterii vyuzivanych v potravinaiském primyslu jsou
uvedeny v Tabulce 3 [1].

Tabulka 3. Bakteridlni kmeny pouzivané jako probiotika pro lidskou vyzivu, nazvy vyrobka a
vyrobcee [1]

Kmen Vyrobek Vyrobce
Bifidobacterium
animalis DN 173 Activia (jogurt) Danone
010
Bifidobacterium Howaru™ Bifido (fada
lactis HNO19 potravinovych Danisco
(DR10) doplnk)
Enterococcus LAB . . Cerbios-
SF 68 Bioflorin (kapsle) Pharma
L. acidophilus La-1
y v Nestlé
L. johnsonii Lj-1 LCl (ra’da mloecnych
vyrobki)

1.7.2  Léky

Rtzné druhy a kmeny rodu Lactobacillus jsou Siroce pouzivany v 1éCivech, vcetné 1éCiv pro 1écbu
dysbakterioz zapfi¢inénych riznou etiologii, jako jsou ustni onemocnéni, urogenitalni,
gastrointestindlni poruchy. Velkou vyhodou 1é€by pomoci probiotik je fakt, ze probiotika nemayji
zadné vyznamné vedlejsi ucinky [5]. Nize, v Tabulce 4 jsou uvedeny piiklady 1éka a
potravinovych doplikii, které obsahuji rizné probiotické kmeny rodu Lactobacillus a
Bifidobacterium.
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Tabulka 4. Vybrané¢ vyrobky (léky a doplnky stravy) obsahujici probiotické kmeny rodu
Lactobacillus a Bifidobactrium, véetné jejich pouziti

Nazev kménti Vyrobek (1ék) ﬁéinky vyrobkiu (1éki)
Lactobacillus acidophilus, Ly . .
kmény NK1, NK2, NK5 a Acipol Pro prevence a llecl’)u disbacteriozy

gastrointestinalniho traktu [13]
NK12
Lactobacillus acidophilus12 Biobakton Lecba dlevak,ter,lo.Z}f a chronickych
onemocnéni traviciho traktu [14]
Bifiform

Normalizace rovnovahy stfevni

Lactobacillus acidophilus LA-5 (b(izﬁ)lgsl)zy mikroflory odstraneni projevi
aktivny doplnek) gastrointestinalnich poruch [15]
Lactobacillus acidophilus, . . .
Bifidobacterium infantis Linex Lécba a prevence dysbacteriozy [14]
Bifidobacterium bifidum Bifiliz suchy Lécba stievnich infekei [14]

1.7.3 Stanovené normy

Dalsim dualezitym faktorem, vedle koncentrace probiotik v potravé, je jejich denni spotieba.
Prokazana norma pro terapeuticky efekt je > 10" 6 KTJ/ml. Norma se muze lisit v zavislosti na
pouzitych kmenech [16]. Stanovené normy jsou uvedeny v Tabulce 5 [1].

Tabulka 5. Normy koncentrace rtiznych kmenti probiotickych bakterii [1]

Doporuc¢ovand | Maximalné
) _ o uroven doporucovana
Biologicky aktivni slozky potravy spotieby Groveti
spotieb
KTl/g P Y
KTJ/g
Bakterie rodu Bifidobacterium, vcetne B. infantis, B. 108 1010
bifidum, B. longum, B. breve, B. adolescentis
Bakterie rodu Lactobacillus, vcetne L. acidophilus, 1010 10!
L.fermenti, L.casei, L.plantarum, L. rhamnosus GG
Bakterie rodu Enterococcus faecium 10 2x 10"
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2 METODY IDENTIFIKACE PROBIOTICKYCH BAKTERII{
2.1 Identifikace probiotickych bakterii

Utinny probioticky vyrobek vyzaduje fadnou identifikaci. Vedle kultivaénich postupt prikazu
(identifikace) probiotickych bakterii 1ze pouzit i postupy zalozené na analyze DNA. Existuje vice
metod pro detekci DNA pozadovaného organismu, ale nejvice vyuziti naSla metoda
polymerazové tetézové reakce (PCR).

2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je metoda ,.in vitro“, pouzivana pro amplifikaci urcitého
useku DNA. Od zavedeni v roce 1983 americkym biochemikem Kary B. Mullisem (obdrzel
Nobelovou cenu za chemii v roce 1993), se metoda stala vyznamnym ndstrojem pro detekci
sekvence nukleovych kyselin. PCR je nezbytna pro celou fadu analyz, provedenych v zakladnim
anebo aplikovaném vyzkumu a v praxi. Piikladem vyuziti PCR je monitorovani terapie rakoviny
pii detekci genetickych zmén v rakovinnych buiikach v priubéhu IéCeni. PCR se také pouziva na
typizaci nadort a identifikaci onkogenu v onkologii, detekci bakteridlnich a virovych infekci, v
prenatalni diagnostice (stanoveni pohlavi u prenatélnich bunék), archeologii a kriminalistice [17].
Lze ji G¢inn¢€ pouzit i pii detekci probiotickych bakterii.

Slozky smési
Reakéni smés (obvykle v rozmezi 25-30 pl) se skladéa z nésledujicich komponent [18]:

PCR reakéni pufr zajistuje prostfedi s vhodnym pH a iontovou silou pro optimalni DNA
polymerazovou aktivitu. Vzhledem k pozadavkiim riznych DNA polymeraz jsou reakcni pufry
obvykle dodavany s DNA polymerazou. Mnohé reakéni pufry, které jsou dodavany spolu s DNA
polymerazou obsahujici chlorid hotec¢naty (MgCl,). Takovy reakéni pufr se nazyva kompletni
[19].

Tonty Mg”** jsou nezbytné jako kofaktor pro termostabilitu DNA polymerazy. Za nepfitomnosti
dostatecného mnozstvi volného hoi¢iku bude DNA polymerazy neaktivni. Naopak, v ptipadé
prilis velké koncentrace hot¢iku se piesnost DNA polymerazy snizi a mize dojit k nespecifické
amplifikaci [19]. Obvykle se pouziva koncentrace Mg>" 1,5 mM. Koncentrace Mg>" musi byt
optimalizovana pro kazdou kombinaci primeru a DNA-templatu [18].

Voda pro doplnéni smési PCR do pozadovaného objemu musi byt bez specifickych iontt,
organickych latek a bakterii. Pro PCR musi byt pouzita vysoce kvalitni laboratorni ¢i§téna voda
(destilovana) [19].

2’-deoxynukleosid -5’-trifosfaty (ANTP) - (dAATP, dCTP, dGTP, dTTP) - stavebni jednotky pro
syntézu nové DNA. Optimdlni koncentrace je 200 uM. Vysoké koncentrace dNTP (od 4 mM a
vyse) pusobi inhibi¢né, protoze vyvazuji hore¢naté ionty.

DNA - polymerasa musi byt termostabilni, aby ziistala funk¢ni za vysokych teplot. To je
zékladem pro pfesnou specificnost vyslednych produktii. Nejcastéji se pouziva Tag DNA
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polymeraza (katalyticka aktivita 75 °C — 80 °C), vysoce termostabilni DNA polymeraza z
termofilni bakterie Thermus aquaticus [18].
Primery jsou syntetické oligonukleotidy a pro standardni PCR musi spliiovat nasledujici
pozadavky:

o Délka 18-25 nukleotida

e Obsah G+C 40 - 60%

e Rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary

e Teplota taii primert aspon 50 °C, podobna u obou primert

e Specifi¢nost primerti — na matricové DNA nesmi byt nespecificka vazebnd mista

e Absence komplementarnich sekvenci v primerech

e Absence vnitinich sekundarnich struktur (vlasenek)

e Zatazeni 1. a 2. zbytku G nebo C v sekvenci na 3°- koncich primeru pro zajisténi presné

vazby na matrice [17]

DNA templat (matrice) je makromolekula, podle které se komplementarné syntetizuji nové
fetézce DNA. Jako zdroj lze pouzit purifikovanou DNA nebo je Casto pouzivana DNA obsazena
v riznych biologickych materidlech jako jsou napt. hrubé lyzaty extrakth z krve, télni tekutiny,
bunky tkanovych kultur a kultury mikroorganismd [17].

2.3  Termocykler

PCR probiha v pfistroji oznaCovaném jako thermocykler. Thermocykler je naprogramovan tak,
aby v jednotlivych teplotnich krocich byly automaticky dodrzovany tepelné podminky pro a)
denaturaci DNA, b) pfipojeni primeru, ¢) tvorbu komplementarnich vldken DNA [17].

2.4  Priubéh PCR
Kazdy cyklus PCR se sklada za tii krokt. Tristupfiovy proces zahrnuje:

e Denaturaci dvoufetézové molekuly DNA matrice (94 °C)
e Piipojeni primert k oddélenym fetezcim DNA- hybridizace (50 - 65 °C)
e Syntéza novych fetézcii DNA katalyzovana DNA — polymerazou (67-75 °C)

Postupnym opakovanim téchto tii krokt (cyklu) se exponencialné syntezuje az 10"9 kopii tiseku
DNA ohrani¢ené¢ho primery. Optimalni pocet cykll je zavisly na vychozi koncentraci DNA
matrice a obvykle se pohybuje v rozmezi od 25 - 35 cykli [18].

Denaturace dvojvlaknovej chromozomalni DNA probiha pii optimalni teploté 94 °C.

Hybridizace (anneling) probihd za teploty 67 -75 °C. Pozadovany usek, ktery je tfeba
amplifikovat, se identifikuje pomoci primerti. Primery svoji polohou vymezuji amplifikovany
usek na molekule DNA, pfi¢emz prvy (+ orientace) se vaze na jedno vldkno DNA, druhy (-
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orientace) se vaze na vlakno komplementarné v denaturované DNA.

Termostabilni DNA polymeréaza prodluzuje primery a syntetizuje nové vlakna DNA pfi teploté
67 - 75 °C.

V jednom cyklu (t.j.v tiech vy$Se uvedenych krocich) se pocet molekul DNA zdvojnasobi. V
kazdém nasledujicim cyklu slouzi plivodni templat a podle né¢ho syntetizované kopie jako
predlohy pro vznik dalSich produktid reakci, které se mnozi geometrickom fadou. Vysledkem je
amplifikdce plivodniho poctu kopii cilového tiseku DNA 2”n (kde n - pocet cykll).

Vysledny produkt PCR (amplifikovany tsek DNA) lze analyzovat stanovenim velikosti
amplikonu gelovou elektroforézou, ptipadné dal§imi zptisoby [20].

Denaturace, hybridizace (annealing) a polymerizace - syntéza novych vldken jsou znazornény na
Obrazku 1.

Obrazek 1. Namnozeni DNA pomoci PCR [21]
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3 CILPRACE

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo seznameni se s pojmem “probiotika”, stru¢ny popis
jeho vyuziti v primyslu a metody jeho identifikace. Cilem experimentalni Casti byla izolace
DNA z probiotickych kment Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus rhamnosus
LOCK 908 a Lactobacillus casei LOCK 919 a ovéfeni jejich zatazeni do rodu Lactobacillus
pomoci metody polymerazové fetézoveé reakce (PCR). Celkem prace zahrnuje nasledujici ulohy:

Kultivace bunék v tekutém a pevném mediu

Fenolova extrakce a purifikace bakterialni DNA

Ptiprava smési pro PCR a amplifikace DNA

Provedeni horizontalni gelové elektroforézy za Ucelem prikazu specifického PCR
produktu

N~
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1

Bakterialni kultury

Prace byla provedena s kmeny Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus rhamnosus
LOCK 908 a Lactobacillus casei LOCK 919. Kultury narostlé v MRS mediu byly ziskany od
doc. RNDr. Aleny Spanové, CSc. (VUT v Brng, Fakulta chemick4)

4.2

Pristroje a pomiicky

Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Némecko)
Digitalni fotoaparat Demage Z5 (Konica Minolta, USA)
Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (PZ HTL, Polsko)
Mikrovlnna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

Laboratorni vahy B0430 (Ohaus, USA)

NanoPhotometerTM (Implen, Némecko)

Minicycler PTC-100TM (MJ Research, USA)

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

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

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

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP 300
(Owl Scientific, USA)

Bézné laboratorni sklo, umélohmotny material a bézné laboratorni pomucky
Kahan

Bakteriologicka klicka

Stojanek na zkumavky

Petriho misky
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4.3 Chemikalie

4.3.1 Kultivaéni media

. MRS medium (Oxoid, Velka Britanie)
o MRS agar (Oxoid, Velka Britanie)

° Destilovana voda

4.3.2  Lyze bakterialnich bunék
. EDTA (Serva, SRN)

. Hydroxid sodny (Pliva - Lachema, CR)
. Lysozym (Reanal, Mad’arsko)

. Proteinaza K (Sigma, USA)

. SDS (Sigma, USA)

° Tris - base (Amresco, USA)

4.3.3 Fenolova extrakce DNA a srazeni DNA ethanolem
. Fenol (Lachema, CR)

. Chloroform (Lachema, CR)

. Izoamylkohol (Lachema, CR)

. Octan sodny (Lachema, CR)

. Hydroxid sodny (Lachema, CR)

. Ethanol (Lachema, CR)

4.3.4 Komponenty pro agarozovou gelovou elektroforézu

. TBE pufr

. Agarosa (Top - Bio, CR)

° Ethidium bromid (Sigma, USA)

. DNA standard (100 bp Zebiigek) (Malamite, CR)
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. Nanaseci pufr (Top - Bio, CR)

4.4 Roztoky
4.4.1 Kultivace mikroorganizmi

. MRS medium

Bylo odvazeno 52 g MRS media a rozpusténo v 1000 ml destilované vody. Medium bylo
sterilizovano v autoklavu pii teploté¢ 121°C po dobu 20 minut. Hotové medium bylo rozlito do
zkumavek.

. MRS agar

Bylo navazeno 15 g agaru a rozpusténo v 1000 ml MRS media. Medium bylo sterilizovano v
autoklavu pfi teploté¢ 121°C po dobu 20 minut. Pfipravené medium bylo poté sterilné¢ nalito do
Petriho misek a ponechdno zatuhnout.

4.4.2 Lyze bakterialnich bunék

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

o Roztok 20% SDS

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

. Lyzaéni pufr I
o IM Tris-HCI (pH 7,8; 8)

V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo 121,1 g Tris-baze a vysledny roztok byl upravén na
pH 7,8 koncentrovanou HCI. Poté roztok byl doplnén na objem 1000 ml destilovanou vodou a
sterilizovan se 20 min pii 121 °C.

o 0,5MEDTA (pH 8)

V 800 ml destilované vody bylo rozpusténo 186,1 g EDTA. Do vysledného roztoku bylo pfidano
NaOH pro upravu pH (pfida se 15 g, zbytek asi 5 g se pak byl pfidan po malych mnozstvich do
dosazeni hodnoty pH 8 potiebné pro rozpousténi). Rozpousténi probihalo za stdlého michani na
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magnetické michacce. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem asi 1 litr a sterilizovan
20 min pti 121 °C.

Na ptipravu byli pouzity slozky popsané vyse (zasobni roztoky 1 M Tris-HCI (pH 7,8; 8), 0,5 M
EDTA (pH 8)) v nasledujicich objemech — 10 ml Tris — HC1 (0,1 M) a 1 ml EDTA (0,5 M).

. Lyzaéni pufr II (pufr s lysozymem)

o Do lyza¢niho pufru I byl pfidan lysozym na vyslednou koncentraci 3 mg/ml.

4.4.3 Extrakce DNA

° Fenol

Destilovany fenol, pH 7,8.

° Chloroform — isoamylalkohol (roztok CIZ)

Smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1.

4.4.4 Srazeni DNA ethanolem
. 96% ethanol pro UV spektrofotometrie

. 3 M octan sodny

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

° TE pufr

o Steriln€ byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 7,8), 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 98,8 ml
destilované vody. Roztok byl sterilizovan v autoklavu 20 min pti 121 °C.

4.5 Poplymerazova iretézova reakce

4.5.1 Komponenty pro PCR

e Voda pro injekce CSL 4 (Top-Bio, CR) - dale oznadovana jako voda pro PCR
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e 10 x koncentrovany Blue pufr (Top-Bio, CR)
o 750 mM Tris-HCI (pH 8,8 pti 25 °C), 200 mM (NH4)2SO4, 1% Tween 20, 25 mM MgCl,
e dNTP smés (10 mM) (Top - Bio, CR)
o 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP a 10 mM dTTP
e Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top - Bio, CR)
e Oligonukleotidové primery (10 pmol/ul) (Top - Bio, CR)
o specifické pro doménu Bacteria [22]
o specifické pro rod Lactobacillus [23]
e PPP Master Mix (Purple DNA Polymeraza PCR Master mix) (Top - Bio, CR)

o 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25°C), 40 mM (NH4),SO4, 0,02% Tween 20, 5 mM
MgCl,, 400 uM dATP, 400 pM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq
DNA polymerazy, barvivo, stabilizatory

4.6 Agarozova gelova elektroforéza

. TBE pufr (5x koncentrovany)
54 g Tris-HCI, 27,5 g H3;BO; 20 ml EDTA (0,5M) byly smichdny a doplnény
destilovanou vodou na objem 600 ml. Roztok se doplni destilovanou vodou na objem
mensi nez 1 litr. Pomoci 1 M NaOH pH roztoku upravi se na hodnotu 8,0. Roztok poté se
doplni na 1 litr. Pfed pouZzitim byl roztok sterilizovan v autoklavu (20 min pfi 121 °C) a
nasledn¢ ziedén destilovanou vodou 10 x.

. Agarozovy gel pro elektroforézu (1,8 %)
Navazka 1,44 g agarozy byla rozpusténa v 80 ml 0,5 x koncentrovaného TBE pufru.

. Ethidium bromid (50 pg/ml)

. Nanaseci pufr (koncentrovany 6 x)
Roztok nanaseciho pufru se smicha s produkty PCR v poméru 1:5.

) DNA standard

DNA standard 100 bp zebticek obsahujici fragmenty DNA délky 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp.
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4.7 Metody

Cely postup byl vypracovan podle script “Analyza vybranych druhii bakterii mle¢ného kvaseni
pomoci metod molekularni biologie” doc. RNDr. Aleny Spanové, CSc., doc. Ing. Bohuslava
Ritticha, CSc.

4.7.1 Kaultivace bakterialnich bunék
4.7.1.1 K¥iZovy roztér
e Vyzihanou ockovaci klickou asepticky bylo odebrano malé mnozstvi kultury

e Bylo nadzvednuto vicko Petriho misky a ud€lano klickou 3 - 4 vodorovné Cary po povrchu
agaru

e Klicka byla vyzihana a byly provedeny dalsi 3 - 4 tahy kolmo pfes prvni cary

e Klicka byla opét vyzihana a byly ud€lany dalsi cary

e Kilicka byla vyzihana potfeti a pfes posledni nanesené ¢ary byla udélana vinovka
e Mezi jednotlivymi kroky roztéru bylo ptiklopeno vicko misky

e Inkubace probihala v termostatu pii 37 °C béhem 24 hodin

4.7.1.2 Kultivace v tekutém mediu

e Ockovaci klicka byla vyzihdna v nesvitivé ¢asti plamene a nechéna zchladnout
e Hrdlo zkumavky s kulturou bylo ozehnuto nad kahanem

e 7 tekutého média bakteriologickou klickou byla odebrana kultura

e Do zkumavky s ¢istym mediem byla vlozena klicka s odebranou kulturou

e Hrdlo zkumavky bylo opét oZehnuto a uzaviené latkovym vickem

e Inkubace probihala v termostatu pfi 37 °C béhem 24 hodin az 48 hodin

4.7.2 Lyze bakterialnich bunék

e 7 kazdé bakterialni kultury bylo odpipetovano po 1 ml do 1,5 ml zkumavky Eppendorf a
centrifugovalo se 4 minuty rychlosti 15 000 ot/min
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e Supernatant byl opatrn¢ slit, sediment s bakterialnimi buitkami byl nechan odkapat

e Do sedimentu bylo pfiddno 1 ml lyzacniho pufru I (nejprve bylo pfiddno 100 pl a
promichano, poté bylo pfidano 900 pl)

e Vzorky byly inkubovany pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny
e Do vzniklé suspenze bylo piidano 12,5 ul 10 % SDS a 5 ul proteinasy K (100 pg/ml)

e Vzorky byly inkubovany pti 55 °C do druhého dne

4.7.3 Fenolova extrakce DNA

e K lyzatu bunék (500 pl) byl pfidan stejny objem fenolu

e Smés byla kyvavym pohybem opatrné promichavana po dobu 4 min

e Vzorky byly centrifugovany pii 15000 ot/min po dobu 3 min

e Byla odebréana vodni faze s DNA do ¢isté Eppendorfovy zkumavky, ke které bylo
ptidano 700 pl smési chloroform-isoamylalkohol (24:1)

e Vznikl4 smés byla opatrné promichdvana kyvavym pohybem po dobu 4 min

e Vzorky byly centrifugovany pii 15000 ot/min po dobu 3 min

e Vodni faze s DNA byla odebrana do ¢isté Eppendorfovy zkumavky

e Byla zméfena koncentrace ziskané DNA u vSech tfech vzorkl

4.7.4 Srazeni DNA ethanolem

e Ke vzorku DNA bylo pfidano 1/10 objemu 3 M octanu sodného a smés byla
promichana

e Byl ptidan 800 pl 96 % ethanolu p.a. a obsah byl promichan

e DNA byla ponechana k vysrazeni pii - 20°C po dobu 15 min

e Vzorky byly centrifugovany pfi 15000 ot/min po dobu 15 min, po centrifugaci byl
supernatant opatrng slit

e Sediment DNA byl vysusen v exsikatoru po dobu asi 15 min
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e Ziskana DNA byla rozpusténa v 200 pl TE pufru

e Takto pfipravena DNA byla pouzita pro spektrofotometrické méteni a pro rodové
specifickou PCR

4.7.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

e  Pro méteni byl pouzivan spektrofotometr NanoPhotometerTM

Jako slepy vzorek se pouzil TE pufr

Poté byly prométeny vzorky DNA

e 7 obrazovky pfistroje byly odecteny hodnoty koncentraci

4.7.6 PCR pro domenu Bacteria a pro rod Lactobacillus

Pro PCR byla pouzita DNA fedéna na koncentraci asi 10 ng/pl a primery specifické pro doménu
Bacteria o velikosti asi 466 bp [22]. Sekvence primert jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6. Sekvence primert pro doménu Bacteria [22]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp)
F eub (1) 5’-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T-3’
466
R eub (2) | 5'-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT-3’

Pro rodové specifickou PCR byla pouzita DNA o koncentraci asi 10 ng/ul a primery specifické
pro rod Lactobacillus (produkt PCR o velikosti asi 250 bp) [23]. Sekvence primerti jsou Tabulce
7.

Tabulka 7. Sekvence primert pro rod Lactobacillus [23]

Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp)

LbLMAT1-rev (1) | 5'-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3’
250

R16-1(2) 5’-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA- 3’
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Slozeni smési pro PCR je uvedeno v Tabulce 8 a v Tabulce 9.

Tabulka 8. Slozeni smési pro PCR pro doménu Bacteria a pro rod Lactobacillus

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 19,0
Reakeni pufr kompletni 2,5
Smes ANTP (10 mM) 0,5
Primer (1) (10 pmol/pl) 0,5
Primer (2) 10 pmol/ul) 0,5
Taq DNA-polymerasa Top-Bio 1.0
(1U/ul) ’
DNA (asi 10 ng/pl) 1,0

Tabulka 9. Slozeni smé&si PCR s PPP Master Mix pro doménu Bacteria a pro rod Lactobacillus

Komponenta Objem (ul)
Voda pro PCR 10,5
PPP Master Mix 12,5
Primer (1) (10 pmol/ul) 0,5
Primer (2) (10 pmol/ul) 0,5
DNA (asi 10 ng/pl) 1,0

e Komponenty PCR (kap. 4. 5. 1) byly centrifugovany po dobu 20 sekund

e Jednotlivé komponenty v objemech, uvedenych v Tabulce 9 a Tabulce 10, byly smichany ve
dvou zkumavkach Eppendorf o objemu 200 pl

e Jako templat byla pouzitd izolovana a purifikovand DNA Lactobacillus rhamnosus LOCK
900, Lactobacillus rhamnosus LOCK 908, Lactobacillus casei LOCK 919

29



4.7.7 Pribéh amplifikace

Vzorky byly vlozeny do termocykleru, nastaveného ptedem na program BACT (Tabulka 10) pro
primery specifické pro doménu Bacteria [22] a LBC ROD (Tabulka 11) pro detekci rodu
Lactobacillus [23].

Vzorky byly vlozeny do termocykleru, nastaveného pfedem na program BACT (Tabulka 10) a
LBC ROD (Tabulka 10).

Tabulka 10. Program PCR pro domenu Bacteria se specifickymi primery

Krok Teplota (°C) Cas (min) Opakovani
1. Hot start 95 5
2. Denaturace 95 0,5
3. | Hybridizace primeri 55 0,5 30 - krat
4. | Syntéza vlakna DNA 72 0,5
5. | Dosyntetizovani DNA 72 10

Tabulka 11. Program PCR pro rod Lactobacillus s rodové specifickymi primery

Krok Teplota (°C) | Cas (min) | Opakovani
1. Hot start 95 5
2. Denaturace DNA 95 0,5
3. | Hybridizace primera 55 0,5 30 - krat
4. | Syntéza vlakna DNA 72 0,5
5. | Dosyntetizovani DNA 72 0,5
4.7.8 Detekce produktii PCR pomoci agarosové gelové elektroforézy

. Pro detekce doménovych PCR produktii byl piipraven 1,8 % agarosovy gel

° Pro detekci rodové specifickych PCR produktti byl ptipraven 1,8 % agarosovy gel
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V Eppendorfovych zkumavkach bylo smichané 25 pl PCR produktu a 5 pul nanaseciho
pufru

Ptipravené PCR smési, kontrolni vzorky a 100 bp Zebticek byli naneseny do komurek
gelu

Gely byly nasledné vlozeny do elektroforetické vany a zality 0,5 x koncentrovanym TBE
pufrem (3 cm od horniho okraje vani)

Elektroforéza byla spusténa pod napétim 80 V

Jakmile nanaSeci pufr doputoval do 2/3 délky gelu, elektroforéza byla ukoncena (2,5
hodiny)

Po skonceni elektroforézy byly vlozeny gely do lazni s ethidium bromidem (0,5 pg/ml)
Po ptlhodin¢ odbarvené gely byly sledovany na transiluminatoru v UV svétle

Vysledky byly dokumentovany fotoaparatem
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5 VYSLEDKY

5.1 Kultivace bakterii

Bakterialni buniky byly kultivovany na pevném a v tekutém MRS mediu za ucelem dokazani
zivotoschopnosti mikroorganizmil a Cistoty kultury.

5.1.1 Riist bakterialnich bunék na pevném mediu

Z bunék narostlych v tekutém médiu byl proveden kiizovy roztér na pevné médium s MRS
agarem. Po 30 hodinach kultivace v termostatu pii teploté 37 °C husté narostly krémoveé-mlécné
malé kolonie okolo 0,5 mm v praméru. Kolonie narostlé z bakteridlni kultury Lactobacillus
rhamnosus LOCK 900 jsou uvedeny na Obr. 2, kolonie narostlé z bakteridlni kultury
Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 jsou uvedeny na Obr. 3.

Obrazek 2. Kolonie bakterialni kultury Lactobacillus rhamnosus LOCK 900

Obrazek 3. Kolonie bakterialni kultury Lactobacillus rhamnosus LOCK 908

Na pevném mediu bakterialni buniky rostly ve formé kolonii stejné velikosti a barvy. Kultivace na
MRS agaru prokazala Cistotu a zivotaschopnost bakterialnich bun¢k.
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5.1.2 Kultivace v tekutém mediu

Bakterialni kultury narostlé na pevném médiu byly ptreockovany do tekut¢ého MRS média
(inokulace 1 %) a byly kultivovany v termostatu pfi teploté 37 °C. Po 30 hodinach kultivace byl
pozorovan krémovy sediment a krémovy zakal ve vSech tiech zkumavkach. Rust bakteridlnich
bunék se projevoval zakalenim media. V tekutém mediu se tvofil zékal, buiiky rostly. Vysledky
jsou uvedeny na Obrazku 4.

Obrazek 4. Zkumavky s tekutym MRS médiem s narostlymi bakterialnimi kulturami

1. Lactobacillus rhamnosus LOCK 900
2. Lactobacillus rhamnosus LOCK 908

3. Lactobacillus rhamnosus LOCK 919

5.2 Izolace DNA fenolovou extrakce

Z bunéénych kultur Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus rhamnosus LOCK 908,
Lactobacillus casei LOCK 919 byla izolovana DNA metodou fenolové extrakce a nasledné
srazena etanolem. Hodnoty koncentrace DNA stanovené spektrofotometricky jsou uvedeny v
Tabulce 12. Hodnoty A260/A280 byly od 1,72 do 1,97 — DNA byla izolovana a zbavena
proteind.
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Tabulka 12. Koncentrace DNA Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus rhamnosus
LOCK 908, Lactobacillus casei LOCK 919 a adsorbance pfi raznych vinovych délkach.

DNA kmene | ¢ [ng/pl] | A230 | A260 | A280 | A320 | A260/280 | A260/320

LOCK 900 57,25 |0,0615 | 0,1185 | 0,062 | 0,004 1,9745 1,9915

LOCK 908 38,5 0,057 | 0,083 | 0,0475 | 0,006 1,8555 1,512

LOCK 919 16,75 0,058 | 0,039 | 0,025 | 0,0055 1,7225 0,6375

DNA byla izolovéana v rozsahu koncentraci asi 16, 75, 38, 5 a 57, 25 ng/ul a v dostate¢né Cistoté.

5.2  Priprava DNA pro PCR

Pro PCR byla DNA fedéna na koncentraci asi 10 ng/ul. Po ziedéni byla opétovné zmétena
koncentrace DNA. DNA po zfedéni je v odpovidajici koncentraci pro PCR. Koncentrace DNA po
fedéni je uvedena v Tabulce 13.

Tabulka 13. Hodnoty koncentrace DNA Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus
rhamnosus LOCK 908, Lactobacillus casei LOCK 919 po zfedéni

DNA kmene | ¢ [ng/pl]

LOCK 900 11,0

LOCK 908 9,5

LOCK 919 11,0

5.3 PCR specificka pro doménu Bacteria

S cilem ovétit amplifikovatelnost izolovanych DNA byla provedena PCR specifickd pro doménu
Bacteria. V PCR pro doménu Bacteria byly pouzity primery F_eub a R_eub [22] a DNA zfedéné
na koncentraci asi 10 ng/pl .

PCR smési byly ptipraveny dvakrat podle Tabulky 9 a Tabulky 10 tj. z jednotlivych komponentt
bez PPP Master Mixu, a déale s vyuzitim PPP Master Mixu. Amplifikace probihala dle programu
uvedeného v Tabulce 11. Vysledky agarozové gelové elektroforézy produktiit PCR na 1,8 % gelu
jsou uvedeny na Obrazku 5.

34



Obrazek 5. Agarozova gelova elektroforéza produkttit PCR (466 bp) specifickych pro doménu
Bacteria

466 bp

Béh ¢. DNA kmene Piiprava PCR smés | Detekce produkti PCR
1 Negativni kontrola bez PPP Master Mix -
2 Lactobacillus rhamnosus LOCK 900 | bez PPP Master Mix +
3 Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 | bez PPP Master Mix +
4 Lactobacillus casei LOCK 919 bez PPP Master Mix +
5 Pozitivni kontrola bez PPP Master Mix +
6 Zebticek 100 bp
7 Negativni kontrola PPP Master Mix +/- *
8 Lactobacillus rhamnosus LOCK 900 PPP Master Mix +
9 Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 PPP Master Mix +
10 Lactobacillus casei LOCK 919 PPP Master Mix +
11 Pozitivni kontrola PPP Master Mix +
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* pfi opakovani nebyl v negativni kontrole produkt PCR detekovan
+ PCR produkt byl detegovan, - PCR produkt nebyl detegovan

Produkt PCR o velikosti 466 bp specificky pro doménu Bacteria byl detekovan po amplifikaci
DNA vsech testovanych kment. DNA vsSech bakterialnich kment se amplifikovala v PCR, coz
znamena, ze vSe zkoumané kmeny patii do domény Bacteria.

5.4  PCR specificka pro rod Lactobacillus

S cilem ovértit zatazeni testovanych kmentt do rodu Lactobacillus byla provedena rodové
specifickd PCR. V PCR na rod Lactobacillus byly pouzity primery LbLMAT1-rev a R16-1 [23] a
DNA zfedéné na koncentraci asi 10 ng/ul. PCR smési byly pfipraveny dvakrat podle Tabulky 8 a
Tabulky 9 tj. bez PPP Master Mix a s vyuzitim PPP Master Mix. Amplifikace probyhala podle
programu uvedeného v Tabulce 12. DNA vsSech testovanych bakterialnich kment se
amplifikovala v PCR, kmeny patfi do rodu Lactobacillus. Vysledky agarozové gelové
elektroforézy produkti PCR na 1,8 % gelu jsou uvedeny na Obrazku 6.

Obrazek 6. Agarozova gelova elektroforéza produktdi PCR (250 bp) specifickych pro rod
Lactobacillus
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Béh ¢. DNA kmene Piiprava PCR smési | Detekce produkti PCR
1 Negativni kontrola bez PPP Master Mix -
3 Lactobacillus rhamnosus LOCK 900 | bez PPP Master Mix +
4 Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 | bez PPP Master Mix +
5 Lactobacillus casei LOCK 919 bez PPP Master Mix +
6 Pozitivni kontrola bez PPP Master Mix +
7 Zebticek 100 bp
9 Negativni kontrola Master Mix -
11 | Lactobacillus rhamnosus LOCK 900 Master Mix +
12 | Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 Master Mix +
13 Lactobacillus casei LOCK 919 Master Mix +
14 Pozitivni kontrola Master Mix +

+ PCR produkt byl detegovén, - PCR produkt nebyl detegovan

Produkt PCR o velikosti 250 bp specificky pro rod Lactobacillus byl detekovan po amplifikaci
DNA vsech testovanych kment. Bylo potvrzeno zatazeni v§ech kmenti do rodu Lactobacillus.
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6 DISKUZE
6.1 Kultivace bakterii

Kultivace bakterialni kultury byla provedena kiizovym roztérem na pevném mediu a kultivaci v
tekutém mediu. Jsou to zékladni metody pro dilkaz zivotaschopnosti mikroorganismi. Vzhledem
k tomu, ze ziskané kolonie mély stejny tvar, krémové-mlécnou, barvu a velikost miizeme soudit,
ze kultivace prokazala jejich zivotaschopnost a bakteridlni kultury nebyly ni¢im kontaminovany.

6.2 Izolace DNA fenolovou extrakce

DNA z tfi kmenu Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus rhamnosus LOCK 908,
Lactobacillus casei LOCK 919 byla izolovana metodou fenolové extrakce a ndsledné srazena
etanolem. Fenolovad extrakce je nejCastéji pouzivand metoda pro aplikace na molekularné-
genetické trovni. Po extrakci byla zmétena absorbance DNA kazdého kmenu v rozmezi 230 -320
nm a stanovena koncentrace pomoci pfistroje NanoPhotometr. Z pomeéru absorbanci A260
nm/A280 nm byla stanovena Ccistota DNA. Tento pomér hodnot absorbance je 1,72
(Lactobacillus casei LOCK 919), 1,85 (Lactobacillus rhamnosus LOCK 908), 1,97
(Lactobacillus rhamnosus LOCK 900), coz ukazuje na nezavadné zneciSténi DNA kmene
Lactobacillus casei LOCK 919 bilkovinami.

Po stanoveni koncentrace DNA byla ziedéna na 10 ng/pl a pouzita k nasledné PCR, kde prob¢hla
amplifikace fetézci DNA.

DNA byla izolovana v Cistoté a koncentraci vhodné pro pouziti v PCR.

6.3  PCR specificka pro doménu Bacteria

Izolovand DNA byla pouzita jako DNA matrice pro PCR vyuzivajici primert F-eub a R-eub
specifické pro doménu Bacteria [22]. Po skonceni PCR, byla specifické PCR produkty o
velikosti 466 bp detekovany pomoci agarozové gelové elektroforézy na 1,8 % agardézovém gelu
(Obrazek 5). Intenzita vSech produkti PCR byla stejnd, coz potverzuje vyse uvedené vysledky
fedeni izolované DNA na pozadovanou koncentraci. Ve vSech testovanych vzorcich byl
detekovan specificky PCR produkt o velikosti 466 bp a byla tedy prokazana pfitomnost
bakterialni DNA.

Bylo potvrzeno zatazeni danych mikroorganizmti do domény Bacteria. Slabé zastoupeni DNA v
komtirce s negativni kontrolou se da vysvétlit pretokem vzorku do pfislusSné komirky béhem
manipulace pii piipravé agarozové gelové elektroforézy.

6.4 Dukaz pritomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus

Pro potvrzeni zatazeni vybranych kmenii do rodu Lactobacillus byly pouzity primery R16-1 a
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LbLMAT1-rev [23]. Po provedeni gelové elektroforézy na 1,8 % agarozovém gelu byly prokazany
produkty PCR o velikosti 250 bp, tedy produktu specifického pro rod Lactobacillus. Podle
vysledkii (Obrazek 6) lze soudit, Ze nenastala kontaminace vzorku a prace byla provedena
spravné.

Pomoci rodové specifické PCR byla prokazana ptitomnost DNA bakterii rodu Lactobacillus, tj.
dan¢é mikroorganizmy patii do rodu Lactobacillus.

Na zakladé vysledki dosazenych v experimentalni ¢asti této prace a praci jinych autoru [24] lze
usuzovat, ze dand metoda, zahrnujici izolace a purifikace DNA a néslednou PCR, je vhodna pro
identifikace a uréeni domény, rodu mikroorganizmu v bunécnych kulturach.
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7 ZAVER

V soucasné dobé¢ jsou probiotika povazovdna za nezbytnou soucast alternativni mediciny,
zameifené na udrzeni zdravi a prodlouzeni zivota. Probiotika potlacuji patogeny prostiednictvim
soutéze o ziviny pro rust, vytvoreni nizkych hodnot pH a produkci antimikrobidlnich latek -
bakteriocinti. Probiotické vlastnosti maji bakterie rodu Bifidobacterium, Lactobacillus a tada
dalSich mikroorganismii, véetné tzv. bakterii mlééného kvaseni (BMK). Produkty metabolizmu
téchto mikroorganizmu zabrafiuji rozmnoZovani patogenu a podporuji homeostazi prostredi
travicitho traktu. Zdravi prospésné ucinky probiotiku aktivné vyuzivaji se v rlznych
pramyslovych oblastech. V potravinafstvi se to tykd zejména mlécnych vyrobkl (jogurt,
acidofilni mléko, kefir, kumys apod.), které v sob& spojuji v mékkou ptijemnou chut’, prospésné
ucinky na mikrofloru stieva a celkovou imunitu. Stale jsou hledany nové zptisobyjak zvysit pocet
probiotik obsahujicich vyrobkt na potravinarském trhu. Komplikuje se to naro¢nymi funk¢énimi a
bezpecnostnimi pozadavkami, kladenymi na probiotika.

Pfi analyze probiotickych vyrobkli je prvnim a =zakladnim krokem identifikace
obsazenychmikroorganizmi. Nejcitlivéjsi a nejpouzivangj§i metodou identifikaci je
polymerazova fetézova reakce (PCR). Principem metody je amplifikace urcitého useku DNA,
charakteristického pro zkoumany mikroorganizmus, v pribéhu opakovanych cyklu denaturaci a
replikace molekuly DNA.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena kultivace bunck bakteridlnich kultur, izolace
bakterialni DNA, naslednd amplifikace DNA pomoci PCR specificka pro doménu Bacteria a rod
Lactobacillus a nakonec agarozova gelova elektroforéza produkti PCR.

Bylo prokazéano, ze pouzitym postupem byla izolovana DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR, coz bylo
potvrzeno jeji amplifikaci v PCR. Vysledky potvrdily, Ze testované probiotické kultury
Lactobacillus rhamnosus LOCK 900, Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 a Lactobacillus casei
LOCK 919 obsahuji bakterialni buniky rodu Lactobacillus.
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DNA
RNA

EDTA
GC
AT
TBE
PCR
dNTP
GRAS
GI

ClZ
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Par bazi
Deoxyribonukleova kyselina

Ribonukleové kyselina

Kyselina ethylendiamintetraoctova
Guanin a cytosin

Adenin a thymin

Pufr tris-borat-EDTA

Polymerazova fetézova reakce
Deoxyribonukleosidtrifosfat
Vseobecné povazovany za bezpecny
Gastrointestinalni trakt

Chloroform — isoamylalkohol



