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ABSTRAKT

Antimikrobialni  latky, respektive bakteriociny jsou latky produkované
probiotickymi bakteriemi mlééného kvaSeni. Maji pozitivni vliv na gastrointestinalni
trakt ¢loveéka a nachézeji vyznamné uplatnéni v potravindiském, ale i farmaceutickém

priamyslu.

Cilem diplomové prace byla molekularni identifikace bakterii mlé¢ného kvaseni do
rodu Lactobacillus a jejich nasledné druhové zafazeni pomoci metody PCR. Pomoci
metody PCR byly testovany geny zodpovédné za produkci bakteriocind. Pro potvrzeni
produkce bakteriocinti byla zvolena i mikrobiologickd metoda, tzv. agar6zovy kapkovy
spot-test. Do predkladané prace byla zatfazena i bioinformatickd ¢ast pro posouzeni

specifi¢nosti a nespecifi¢nosti pouzitych primert s vyuzitim Primer-BLAST programu.
ABSTRACT

Antimicrobial substances, or bacteriocins are substances produced by probiotic
lactic acid bacteria. They have a positive effect on the gastrointestinal tract of humans

and are especially suitable for the food, but also the pharmaceutical industry.

The aim of the thesis was the molecular identification of lactic acid bacteria of the
Lactobacillus genus, species and their subsequent inclusion PCR method. Using the
PCR method were tested also genes responsible for the production of bacteriocins. To
confirm the production of bacteriocins has been selected the microbiological method,
agarose droplet spot-test. In the present study also included the bioinformatics part to
assess the specificity and non-specificity of the primers using in Primer-BLAST

program.

KLICOVA SLOVA

Bakterie mlééného kvaseni, rod Lactobacillus, antimikrobialni latky, bakteriociny,

izolace DNA, PCR, agardzovy kapkovy spot-test, Primer-BLAST
KEYWORDS

Lactic acid bakteria, Lactobacillus genus, antimicrobial substances, bacteriocins,
DNA isolation, PCR, agarose droplet spot-test, Primer-BLAST
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1. UVOD DO PROBLEMATIKY

Bakterie mlééného kvaseni jsou zndmy svou produkcei dilezitych antimikrobialnich
latek. Mezi tyto latky fadime organické kyseliny (pfedevs§im kyselinu mléénou), peroxid
vodiku, oxid uhlicity a bakteriociny. Dohromady tyto latky tvoii celek, ktery piisobi
inhibi¢né vici fad€ patogennich kment. Dfive se bakterie mlééného kvaseni piidavaly
pouze do mlécnych vyrobkd, nyni je v§ak na trhu mnoho jinych potravin a napoja, kde

se tyto prospésné bakterie nachazeji.

Bakteriociny jsou latky bilkovinné povahy, které vykazuji nejvyssi antimikrobialni
ucinky. Diky témto zjiSténym poznatkiim, nachazeji bakteriociny uplatnéni jak
V potravinafském, tak i farmaceutickém pramyslu. Aplikaci bakteriocinii do potravin,
dochézi k jejich konzervaci a jiz neni nutné dal$ich chemickych piisad a konzervantu.
Svym pusobenim se podileji na prodlouzeni zivotnosti potravin, v dusledku inhibice
rustu nezadoucich patogennich mikroorganismi, coz ma i pozitivni vliv na zdravi

spotrebitele.

V poslednich par letech je feSena i otdzka ohledné narUstajici rezistence vaci
antibiotikim a stim souvisejici neschopnost inhibice nékterych patogennich
mikroorganismu. Tento jev je zplsobeny nezodpovédnym, ale i nespravnym uZivanim

antibiotik. A pravé bakteriociny by mohly byt urcitou alternativou za antibiotika.

Cilem této prace je testovani bakterii mlé¢ného kvaSeni, respektive jejich gent,
které jsou zodpovédné za produkci bakteriocinti. Dale jsou v praci shrnuty metody,
které ktestovani byly vyuzity a poznatky o soucasné aplikaci bakteriocint
V potravinaiském primyslu. Do prace byla zaclenéna i bioinformatické ¢ast, zabyvajici
se specificnosti a nespecificnosti pouzitych primerdt za vyuziti Primer-BLAST

programul.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Bakterie mlé¢ného kvaseni

Bakterie mléén¢ho kvaseni (BMK) jsou bakterie, které se bézné vyskytuji
v gastrointestinalnim traktu (GIT) lidského organismu. BMK jsou vhodnymi
probiotickymi kandidaty, jelikoz mohou mit zasadni vliv na aktivitu a slozeni stfevni
mikroflory. BMK nejdiive obsadi mista ve stieveé, kterd mohou byt napadena koloniemi
bakterialnich patogenti a nasledné zacina produkce bakteriocint a dalSich metabolitd.
Pokud jiz doSlo k poSkozeni sliznice bakteridlnimi patogeny, hraji probiotika
vyznamnou roli v hojeni sliznice a podporuji funkci imunitniho systému. Zahraniéni
literatura zminuje i fakt, ze BMK vykazuji znaky, jako je tolerance vii¢i nizkému pH,
travicim enzymim a zlu¢i (Ramesh a Mukherjee 2015). BMK jsou povazovany
za bezpecné, proto dostaly oznaceni zkratkou GRAS (Generally Recognized As Safe)
(Parada et al. 2007).

Tradicn€ byly bakterie mlééného kvaseni klasifikovany na zdklad¢é fenotypovych
vlastnosti (napiiklad morfologie, zpisob fermentace glukdzy, ristu pii riznych
teplotach, konfigurace kyseliny mlécné a fermentace rtiznych substratl). Avsak studie
provedena na zéklad¢ srovnavaci sekvenéni analyzy 16S ribozomalni RNA prokézala,
Zze taxony generované na zakladé fenotypovych rysii neodpovidaji navrzenému
taxonomickému rozdé€leni. Proto jsou nckteré druhy BMK té€Zko rozeznatelné. Toto
tvrzeni plati zejména pro druhy Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei
a Lactobacillus paracasei. V disledku tohoto zjisténi se v soucasné dobé vyuziva
modernich molekularnich metod, v¢etné polymerazové fetézové reakce (PCR) a jinych
genotypovych metod, které jsou dulezit¢é pravé pro identifikaci, popiipadé
I k diferenciaci probiotickych kment (Holzapfel et al. 2001).

Pro své fermentani vlastnosti jsou bakterie mlééného kvaSeni zndmy jiz
pii vyrobé fermentovanych mléénych vyrobkd (Ramesh a Mukherjee 2015). Hlavnimi
produkty fermentace jsou organické kyseliny, piedevSim kyselina mlécnd. Mezi
nejznaméj$i rody bakterii mlééného kvaseni patii: Lactobacillus, Lactococcus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus a Weissella

Z nichz nékteré jsou hojné vyuzivany v potravinaiském prumyslu a v podobé probiotik:



Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus,

Carnobacterium, Lactobacillus (Parada et al. 2007).

2.2. Fyziologie bakterii

V ramci vyzivy a zdroji energie bakterii, dochazi k rozd€leni do dvou skupin

(Rosypal 2003):

1. Bakterie fototrofni — podle zdroje uhliku rozdéleny na:
a) fotoautotrofni ¢i fotolitotrofni bakterie
b) fotohetrotrofni ¢i fotoorganotrofni bakterie

2. Bakterie chemotrofni — podle zdroje uhliku rozdéleny na:
a) chemoautotrofni ¢i chemolitotrofni bakterie

b) chemoheterotrofni ¢i chemoorganotrofni bakterie

2.3. Fermentace

Jednim z biotechnologickych procest, ktery vyuzivaji bakterie je fermentace.
Dulezité je tedy objasnit rozdil mezi kvasnym a fermenta¢nim procesem. V eské
literatuie se setkdvame s definici kvaSeni — proces, ktery probiha za anaerobnich
podminek (za nepfistupu kysliku dochazi k odbouravani sacharid a vznikd oxid
uhli¢ity a nckteré dalSi metabolity). Mezi tyto procesy fadime napiiklad alkoholové a
mlécné kvaSeni, ale i maselné kvaseni. Fermentacni procesy jsou pak ty, které probihaji
aerobné (za pfistupu kysliku) a dal§im zdrojem, ktery mikroorganismy vyuzivaji je
uhlikaty zdroj. Podstatou fermentace jsou procesy, které probihaji v Zivych organismech
(mikroorganismy) pomoci enzymui. Tyto enzymy jsou soucasti bud’to jednoduchych

nebo slozitych metabolickych soustav (Kadlec et al. 2012).



Glukoza

Homofermentativni Heterofermentativni
Glukoza-6-P Glukoza-6-P
Fruktoza-6-P 6-fosfoglukonat
Fruktoza-1.6-DP Ribuléza-5-P
Glyceraldehyd-3-P — X\ Dihydroxyaceton-P Glyceraldehyd-3-P Acetyl-P
N
H.0 ¢ ¢

2 Pyruvit Pyruvit Acetaldehyd
2 Laktat Laktat Etanol

Obr. ¢. 1: Schéma fermentace glukozy u bakterii mlécného kvaseni (upraveno dle Caplice & Fitzgerald
1999)

2.4. Rod Lactobacillus
Fylogeneze (Bernardeau 2006):
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli
Rad: Lactobacillales
Celed’: Lactobacillaceae
Rod: Lactobacillus

U rodu Lactobacillus bylo na pocatku roku 2013 platné pojmenovano 167 druht
bakterii. Rod je zndm predevSim svoji heterogenitou (morfologie, pohyblivost,
fermentacni schopnosti, nutricni pozadavky a tolerance vuci kysliku). Bakterie jsou
fazeny mezi gram-pozitivni, fakultativné anaerobni ¢i mikroaerofilni, katalaza negativni
mikroorganismy s malokdy pohyblivymi peritrichalnimi biciky (Felis & Pot 2014,
Turkovéa 2014).



Bakterie rodu Lactobacillus se nachazi v mistech bohatych na sacharidy. Vyskytuji
se jak v lidském a zvitecim téle, tak v rostlinnych ¢astech. Dale to mohou byt stanovisté
CistiCek odpadnich vod nebo zkazené potraviny. V lidském téle bézné osidluji dutinu

ustni, tenké a tlusté stievo a vaginu (Bernardeau et al. 2008).

Z morfologického hlediska se jedna o pravidelné nesporolujici ty¢inky preferujici
komplexni bohatd média (Turkova 2014). Hodnota pH pro optiméalni rist se pohybuje
v rozmezi okolo 4 az 8 a optimdalni teplota pro rist je 2-53 °C, avSak vSechny rozsahy

jsou vétsinou druhové specifické (Felis & Pot 2014).

Na zaklad¢ vyslednych produkti fermentace je mozné bakterie z rodu Lactobacillus
rozdélit do nésledujicich skupin (Sedlacek 2007):

1. obligatné homofermentativni

hexozy — fermentace probiha vyhradné na kone¢ny produkt kyselinu mlé¢nou
2. fakultativné heterofermentativni

hex0zy — fermentace za vzniku kyseliny mlé¢né

- nebo smés kyseliny mlécné, octoveé, mravenci a ethanolu

pentozy — fermentace za vzniku kyseliny mlééné a octové
3. obligatné heterofermentativni

hex0zy — fermentace za vzniku kyseliny mlééné a octové nebo ethanolu a CO,

pentdzy — fermentace za vzniku kyseliny mlé¢né a octové
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Tabulka ¢. 1: Rozdéleni jednotlivych skupin rodu Lactobacillus, na zdakladé produktit fermentace cukrii

(upraveno dle Gérner & Valik 2004)

Obligatné homofermentativni  Fakultativné heterofermentativni  Obligatné heterofermenativni

Lb. acidophilus Lb. acetotolerans Lb. brevis

Lb. amylophilus Lb. agilis Lb. buchneri

Lb. amylovorus Lb.alimentarius Lb. collinoides

Lb. aviarius Lb. bifermentas Lb. fermentum
subsp. araffinosus Lb. casei Lb. fructivorans
subsp. aviarius Lb. coryniformis Lb. fructosus

Lb. crispatus subsp. coryniformis Lb. hilgardii

Lb. delbrueckii subsp. torquens Lb. kefir
subsp. bulgaricus Lb. curvatus Lb. malefermentas
subsp. delbrueckii Lb. graminis Lb. oris
subsp. lactis Lb. hamsteri Lb. panis

Lb. farciminis Lb. homobhiochii Lb. parabuchneri

Lb. gallinarum Lb. intestinalis Lb. parakefir

Lb. gasseri Lb. murinus Lb. pontis

Lb. helveticus Lb. paracasei Lb. rauteri

Lb. jensenii subsp. paracasei Lb. sanfrancisco

Lb. johnsonii subsp. tolerans Lb. suebicus

Lb. kefiranofaciens Lb. paraplantarum Lb. vaccinostercus

Lb. kefirgranum Lb. pentosus Lb. vaginalis

Lb. mali Lb. plantarum

Lb. raminis Lb. rhamnosus

Lb. salivarius Lb. sakei

subsp. salivarius
subsp. salicinus

Lb. sharpeae



2.5. Antimikrobialni latky produkované bakteriemi mlééného kvaSeni
2.5.1. Organicke kyseliny

Jak jiz bylo zminéno vyse, fermentaci cukrl bakteriemi mlééného kvaseni, vznikaji
dilezité organické kyseliny. V nejhojnéj$im mnozstvi jde pak o kyselinu mlé¢nou.
Produkce téchto kyselin vede k snizeni pH. Proces snizeni pH je dulezity naptiklad pii
vyrobé syrt, jelikoz podporuje Cinnost enzymi. U dalSich mlékarenskych vyrobkl
kyselina mlécna a dalsi kyseliny ovliviluji chut’, viini a konzistenci téchto vyrobki.
Navic snizeni pH prostiedi zcela potla¢uje rist neZzadoucich mikroorganismu vlivem

permeabilizace vnéj$i membrany (Ibrahim et al. 2008).

2.5.2. Peroxid vodiku

Toxické kyslikové metabolity, mezi které patii naptiklad produkce peroxidu vodiku,
vykazuji ve spojeni s laktoperoxiddzou-laktatem bakteriocidni u¢inky na vétSinu

patogenu (Kaur et al. 2002).

Mnoh¢ studie potvrzuji, Ze vhodné pH a slozeni mikroflory ve vagin€ zeny, snizuji
riziko vzniku bakterialnich vaginoz. Je to dano prave toxicitou peroxidu vodiku, jelikoz
ma bakteriocidni G¢inky na organismy, které neprodukuji (nebo jen velmi malo)
enzymy $tépici H,O, (naptiklad katalazy, NADH peroxidazy) (Eschenbach et al. 1989;
Hertzberger et al. 2014).

Peroxid vodiku vznika v ptitomnosti kysliku a je prekurzorem nékterych volnych
radikali (superoxidového O, a hydroxylového OH™ radikéalu). Volné radikély jsou
oznacovany zkratkou ROS (reactive oxygen species) a je znamo, Ze narusuji bunécné

membrany a ni¢i DNA ¢i RNA (Hertzberger et al. 2014).

2.5.3. Oxid uhlicity

JiZ né€kolik studii se zaméfilo na testovani oxidu uhli¢itého, jako moZného inhibitora
patogennich organismt. Pfi niz§i teplot¢ pusobi oxid uhli¢ity spolu s nisinem a
chloridem sodnym bakteriocidné na mozné patogeny. Bakteriocidni ti¢inek se pak dale
zvySuje za snizené¢ho tlaku a ve vakuu a pii systematickém zvySovani koncentrace
NaCl. Diky témto skuteCnostem se oxid uhli¢ity zadina vyuZzivat v potravinaiském

pramyslu k baleni potravin (Nilsson et al. 1997).

13



2.5.4. Bakteriociny

Bakteriociny se fadi mezi antimikrobialni latky bakteridlniho ptvodu. Jde
o produkty ribozomalni syntézy, které jsou peptidové nebo bilkovinné povahy a uéinné
pusobi proti bakteridlnim patogentim. Jsou produkovany jak gram-pozitivnimi, tak
i gram-negativnimi bakteriemi s bakteriostatickymi ¢i  bakteriocidnimi  u¢inky
(Singleton & Sainsbury 2006).

Tyto peptidy jsou povazovany za piirozené biologické konzervacni latky, a proto se
jejich potencialu vyuziva jak v potravinaiském prumyslu, tak i ve farmaceutickém
pramyslu (Arqués et al. 2015). Bakteriociny jsou inherentné tolerantni Kk vysokym
teplotam a svoji aktivitu si uchovavaji i v Sirokém rozsahu hodnot pH. Tyto
antimikrobidlni peptidy jsou bezbarvé, bez zapachu a bez chuti, coz zvySuje jejich

potencialni uzite¢nost (Perez et al. 2014).

V dusledku nespravného uzivani antibiotik, narusta v poslednich letech bakterialni
rezistence vuéi antibiotikim, coZz zpusobuje nemalé problémy jak v oblastech
mikrobiologie, tak i v potravinaiském pramyslu. Proto vznikaji obavy z neschopnosti
zabranéni inhibice nékterych patogennich kmenti antibiotickymi 1é¢ivy (Parada et al.
2007). Problém nastava i u hospodaiskych zvifat, ktera jsou ockovana antibiotiky.
V roce 1997 Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporucila konec pouzivani
antibiotik v chovu hospodaiskych zvirat, jelikoz zneuzivanim téchto latek mohou nastat
zdravotni problémy, které se jesté v soucasné dobé¢ daji 1écit antibiotiky, ale za par let uz
tomu muze byt jinak (Walker et al. 2005). Diky témto varovnym signalim se do
popiedi dostava prave studium bakteriocintl, jako urcita alternativa za antibiotika, ktera
by nasla uplatnéni v medicing, mikrobiologii, veterinafstvi a i v potravinafstvi (Parada

et al. 2007).

Bakteriociny se od vétSiny terapeutickych antibiotik li§i v bilkovinné povaze latky.
Diky tomu jsou rychle Stépeny proteazami v lidském zaZivacim traktu. Jsou
syntetizovany ribozomalné a tato skuteCnost vytvaii pole pusobnosti pro moznost

zlepSeni jejich vlastnosti za ucelem zvyseni jejich aktivity.



Rozdily mezi bakteriociny produkované BMK a tradi¢né uzivanymi antibiotiky jsou

shrnuty v tabulce ¢. 2.

Tabulka ¢ 2: Rozdily mezi bakteriociny a antibiotiky (upraveno dle Perez et al. 2014)

Bakteriociny

Antibiotika

Pouziti potravinatstvi/klinické obory klinické obory
Syntéza ribozomalni produkty sekundarniho metabolismu
Utinné mnoistvi nM - uM uM - mM
Proteolyticka )
vysoka stfedni az zadna
rozloZitelnost
Teplotni stabilita vysoké nizka
Aktivita ve §kale i o
Siroka Uzka
pH
Barva/chut’/ zapach ne ano

Mechanismus

rozvoje rezistence

prizptisobeni ve slozeni bunécné

membrany

deaktivace aktivni slouceniny

Zptusob ucinku

inhibice syntézy bunécné stény

inhibice syntézy bunétné stény

zabranéni vytvofeni pora v

cytoplazmatické membrané

porucha funkce cytoplazmatické

membrany

inhibice syntézy bilkovin

inhibice syntézy nukleovych kyselin

Toxicita na

eukaryotické buiiky

ne

ano

2.5.4.1. Klasifikace bakteriocini

Je znamo, ze vice nez 99 % bakterii je schopno produkovat alesponl jeden z druhii

bakteriocint, které jesté ani nebyly identifikovany (Yang et al. 2014).

Prvni byl objeven vroce 1928 nisin A, a od té doby byly identifikovany dalsi

rozmanité druhy bakteriocini detekovanych u baktérii mlé€ného kvaSeni. V soucasnosti

se nejvice setkdvdme s rozdélenim bakteriocinti do ¢tyf hlavnich tfid, které maji jesté

své dalsi podtiidy. V nékterych zahrani¢nich €lancich ¢i literaturach je ¢lenéni do tiid

odlisné. Napiiklad Todorov (2009) uvadi tfi hlavni tfidy, z nichz kazda ma svoji
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podtiidu. U Pascual et al. (2008) je pak ¢lenéni az do péti hlavnich t¥id. Mizeme se

vSak setkat i snovymi ndvrhy klasifikace, diky jejich rozrlstajicimu se mnozstvi

(Sonomoto & Yokota 2011).

Nasledujici odstavce budou zaméfeny piedevS$im na prvni dvé hlavni skupiny,

jelikoZ na ty se nejvice zaméfuji studia a vyzkum (Sonomoto & Yokota 2011).
I. tiida — Lathibiotika (<5 kDa)

Do prvni tfidy spada jiz zminény nisin A. Jedna se o malé peptidy slozené z 19 az
38 AK. Tato tfida je charakterizovana pfitomnosti aminokyselin lanthioninu a 8-
methyllantioninu, které jsou posttranslaéné upraveny. Na patogenni bakterie plsobi
modifikaci port v cytolazmatické membrané ¢i inhibici specifickych enzymu (Parada et

al. 2007; Sonomoto & Yokota 2011).
Il. tfida — teplotné stabilni (< 10 kDa)

Malé peptidy, rezistentni k teplot¢ nad 100°C, nikdy neobsahuji lanthionin
(neobsahuji tedy zadné modifikované aminokyseliny). Druhd tfida je jesté¢ dale

rozd€lena na nasledujici podtiidy:
I1a — bakteriociny skladajici se ze dvou domén: N- a C-terminalni doména

IIb — dvoupeptidové bakteriociny (5-10 kDa), teplotné stabilni. Do této tiidy

spadaji znamé druhy bakteriocint, a to gassericin K7A a K7B.
IIc — N- a C- konce jsou kovalentné spojeny = kruhova struktura
lid
I11. tiida — velké molekuly (>30 kDa)
Peptidy této skupiny jsou citlivé na teplo. U patogennich baktérii vyvolavaji jejich
lyzy a tim dochazi k jejich usmrceni. Zastupci jsou pak helvecin J, laktacin B.
2.5.4.2. VyuZiti bakteriocinii v potravindiském primysiu

V dne$ni dobé je preferovana hlavné bezpecnost a nezavadnost potravin. AvSak
mnoho chemickych pfisad, které se pridavaji do potravin, mohou zplsobovat zazivaci
potize, v extrémnich ptipadech az toxické stavy. Proto se staly popularni praveé
potraviny bez téchto konzervantli. Bohuzel je v§ak nutno zminit fakt, ze velké procento
potravin obsahuje konzervacni latky, které jsou pfipraveny chemickou syntézou.

Dlouhodobé konzumace téchto potravin pak mlize mit negativni vliv na lidské zdravi,



protoZze dochazi ke sniZzovani po¢tu bakterii pfirozené se vyskytujicich v travicim traktu.
Tohle v$e by mély ale zménit bakteriociny, které jsou povazované za bezpecné (proto
jsou oznacovany zkratkou GRAS — Generally Recognized As Safe) (Parada et al. 2007;
Yang et al. 2014). Naptiklad nisin a pediocin PA-1 jsou jedinymi pouzivanymi
ptirodnimi konzervanty v potravinaiském prumyslu a jejich pfidavani bylo schvaleno
po celém svéte (Balciunas et al. 2013; Zacharof & Lovitt 2012). Uplatiuji se jako
konzervaéni latky u zeleniny, mléénych vyrobku, syrli, masa a dalSich potravinarskych
vyrobku, nebot’ zabrafuji kontaminaci mikroorganismu pfi vyrobnich procesech (Yang

et al. 2014).

Jak jiz bylo zminéno v predeslych odstavcich, jednou znejvétsich vyhod
bakteriocint je odolnost vici vysokym teplotam a Sirokému rozpéti hodnot pH (Perez et
al. 2014). A pravé diky témto zjiSténym faktim, =ziskavaji hlavné vyznam
V potravinafském pramyslu. Studie si kladou za cil pfedev§im vyuZiti bakteriocinl pii
prodluzovani trvanlivosti potravin. Déle je to pak schopnost bakteriostatickych ¢i
bakteriocidnich ucinkti pro udrzeni populace a stim souvisejici i snizeni poctu

soutézicich o ziskavani Zivin a prostoru v prostiedi (Yang et al. 2014).

Aplikace bakteriocini (upraveno dle Balciunas et al. 2013; Zacharof & Lovitt
2012):

e Jednim 1z nejzakladnéjSich  zptisobti je pfidani bakteriocinu  piimo
Kk potravinaiskému vyrobku. Problém vsSak nastava ve chvili, kdy je k potraving
pfidavana i jind bakteridlni kultura, dileZitd pro fermentaci potraviny. Mezi
kulturou produkujici bakteriociny a kulturou pro fermentaci tak vznika
nesnasenlivost.

o Bakteriociny mohou byt vazany na nosic, ktery slouzi jako rezervoar a difuzér.
Navic nosi¢ chrani bakteriociny pted jejich inaktivaci.

e Bakteriociny nachazi uplatnéni i v kombinaci s jinymi technologiemi — nejdiive
dojde K naruSeni bunééné membrany patogenni bakterialni bunky. Takto
poskozena buiika, je pak nachylngjsi k G¢inktim bakteriocind, a tim nedochazi ke
kontaminaci potraviny.

o U netepelnych zplsobii piipravy potravin se voli bakteriociny jako dopln¢k
ochrany k zabranéni ptistupu patogennich baktérii.

e Spolu s octanem sodnym nebo laktatem sodnym tvoii bakteriociny dvojici, ktera

vyrazné€ zvySuje inaktivaci nezddoucich patogennich baktérii.
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o Dulezitou strankou aplikace bakteriocint je jejich vyuziti v tzv. bioaktivnim
baleni (potravinaisky vyrobek je chranén pied necistoty z vnéjSiho prostiedi).
Pfi baleni potravin se vklada do vnitiniho prostoru obalu sacek s bakteriociny,
které¢ se postupné uvoliuji béhem skladovani potraviny (postupné uvoliovani
bakteriocint je G¢inngjsi, nez kdyby se volila metoda nastiiku potraviny). Dale
se mohou bakteriociny pfidavat pfimo k polymeru obalu — nisin se tak zaclenuje
napiiklad do biodegradovatelnych filmt bilkovin s6ji ¢i kukufi¢ného zeinu.
Nebo zaClenéni probiha prostiednictvim tepelného lisu. Bakteriociny mohou
také byt ve formé absorbentll na povrchu polymert.

Piikladem jsou polyethylenové folie z methylcelul6zovych vlaken s nisinem

pouzivajici se jako obalovy material pro dribezi maso.

2.5.4.3. Rezistence mikroorganismii vii¢i bakteriociniim

Rezistence na bakteriociny miize byt zplisobena hned né¢kolika faktory. Rezistence
vznikd v disledku zmén v plazmatické membrané a v bunééné sténé, jakymi jsou
napiiklad elektricky potencial, tekutost, lipidové slozeni membréany a tloustka bunécné
stény. V nékterych ptipadech jde pak o kombinaci vSech téchto faktorti (Balciunas et al.
2013).

Mechanismus rezistence vuci antibiotikim a bakteriocinim, je ruzny. Bunky
rezistentni vuci antibiotikim jsou citlivé na nisin a naopak, buiiky rezistentni na nisin
jsou citlivé proti antibiotikim (Balciunas et al. 2013). Naghmouchi et al. (2012)
popisuji synergicky ucinek bakteriocinii S antibiotiky. Tento ucinek byl popsan
u Pseudomonas fluorescens, kdy z 90 % byla G¢inna kombinace bakteriocinu z I. tfidy
a Ila. podtiidy s antibiotiky. Z 60 % pak byla uc¢inna kombinace kolistinu s antibiotiky.
Diky tomuto zjisténi je v budoucnu mozZné zahrnout antimikrobidlni peptidy do
1écebnych preparatli a tim snizit uzivani antibiotik. Zaroven by se mohlo zamezit vzniku

bakterialni rezistence vuci antibiotikum.

Mechanismus rezistence vuci nisinu nebyl dosud plné popsan. Podle Abee (1995) by
za vznikem rezistence nisinu u Listeria monocytogenes mohlo stat slozeni mastnych
kyselin v bunénych membranach, coz snizuje koncentraci fosfolipidi a nedochazi

K tvorbé poru v membranach.



2.6. Geny zodpovédné za produkci antimikrobialnich latek

Gassericin K7A a gassericin K7B patii mezi prvni popsané bakteriociny, ziskané
z Lactobacillus gasseri K7, izolovaného z vykalti plné kojenych déti. U téchto
bakteriocinti jsou geny pro produkci bakteriocini detekovany na chromozomu. Genovy
klastr pro gassericin K7A je sloZzen ze tfi otevienych cCtecich ramct kodujicich
komplementarni, aktivni a imunitni peptid a vSe je posklddané v jednu transkripéni
jednotku. U gassericinu K7B ma genovy klastr o tfi oteviené Cteci ramce navic —
domnély ABC transportér, ptidatny a hypoteticky protein (Treven et al. 2013). Gen pro
produkci imunitniho proteinu koduje protein, ktery chrani producenta bakteriocinu pied
jeho G¢inkem (Todorov 2009).

2.7. ldentifikace bakterii rodu Lactobacillus a bakteriocinia
2.7.1. Polymerazova retézova reakce

Poprvé byla polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction — PCR)
nastinéna v roce 1971. Uvedena pak do praxe byla az v roce 1985 biochemikem Kary B.
Mullisem a o 8 let pozdéji mu za tuto metodu byla udélena Nobelova cena za chemii

(Sambrook & Russell 2001; Smarda 2005).

Jedna se o rychlou, jednoduchou a flexibilni metodu, jejimz principem je syntéza
novych specifickych usektit DNA ve sméru 5° — 3’ prostiednictvim DNA-polymerézy.
Tyto Useky jsou vybirany pfislusnymi primery (kratké syntetické oligonukleotidy), které
se nasledné vazou na denaturované tseky DNA (Sambrook & Russell 2001). PCR
reakce probiha v opakujicich se cyklech, z nichz kazdy cyklus je slozen ze tii pravidelné
se stiidajicich krokt (Smarda 2005):

Denaturace (94 °C) — dochazi k rozruseni vodikovych mistki v dvouvlaknové
molekule DNA za vzniku jednovlaknovych fetézct. Prvni cyklus byva zpravidla

prodlouzen, aby byla zajiSténa dostatecna denaturace dsDNA.

Annealing (30-65 °C) — piipojeni piislusnych primert k jednovlaknovym fetézctim
DNA.

Elongace (65-75 °C) — syntéza novych fetézci DNA prostiednictvim DNA-
polymerazy. Vyuziva se termostabilnich polymeraz (napiiklad Tag DNA-polymeraza),
které jsou ziskavany z termofilnich mikroorganismii. Takovym mikroorganismem muze

byt Thermus aquaticus vyskytujici se v teplych pramenech Yellowstonského narodniho
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parku. Schopnosti odolavat vysokym teplotam je vyuzivano pravé v prubéhu denaturace
DNA. Syntéza novych fetézcl probihd ve sméru 5° — 3’, kde navazujici se vlakno je
komplementarni k pavodnimu vlaknu. Doba elongace byva prodlouZzena, aby doslo

k Gplnému nesyntetizovani novych dsDNA.
SlozZeni reakéni smési pro PCR metodu (Spanova & Rittich 2010):

Objem reakéni smési pro PCR metodu byva obvykle 25-100 pl a obsahuje

nasledujici komponenty:
PCR voda — pouziva se pouze na doplnéni pozadovaného objemu PCR smési.

PCR pufr — obsahuje navic hofe¢naté kationty Mg2+, které vytvaii optimdlni
prostiedi pro spravnou funkénost DNA-polymerazy. Standardni reakeni pufr obsahuje
10 mM Tris-HCI (pH 8,3 — 8,8); 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl..

dNTP (3 -deoxynukleosid-5"-trifosfat) — jedna se o zakladni vystavbové slozky
pro syntézu novych fetézch DNA. SloZka obsahuje ekvimolarni mnoZstvi jednotlivych
nukleotidii (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Pokud je pfitomna vyssi koncentrace ANTP

muze dochazet k vyvazovani Mg®* kationtd.

Primery — oligonukleotidy, slozené z 18-30 nukleotidd. Latky syntetického ptivodu,
které jsou komplementarni ke koncovym usekim templatové DNA. Teplota tani
primerd je v rozsahu 55-65 °C. V této slozce reakéni smési je vhodny vyvazeny pomér
jednotlivych pard bazi (A/T a G/C — 40-60 %) a navzijem by si nemély byt

komplementarni.

DNA-polymeraza — katalyzuje syntézu novych fetézci DNA ve sméru 5° — 3’

podle sekvence nukleotidii v komplementarnim fetézci DNA templaf.

DNA templat — pouziva se jako matrice pro syntézu novych fetézci DNA.

Obsahuje cilova mista pro primery.

Pti PCR analyze se vZdy provadi tzv. pozitivni a negativni kontrola. Kontroly slouzi
jednak k ovéfteni Cistoty jednotlivych PCR komponent v reak¢ni smési, ale i k ovéfeni

samotne préace laboranta:

Pozitivni kontrola (PK) — obsahuje ptidavek vzorku DNA, kde je jista amplifikace
specifického DNA produktu.



Negativni kontrola (NK) — vzorek DNA je v tomto pfipad¢ nahrazen PCR vodou, a

proto by nemélo dochazet k amplifikaci.

2.7.2. Agardzovy kapkovy spot-test

Agardzovy kapkovy spot-test je mikrobiologicka metoda slouzici K prikazu
produkce bakteriocinti. V dne$ni dobé se spiSe ale piiklani k biotechnologickym
metodam typu PCR, jelikoz toto odvétvi se neustale rozviji a také je méné Casové
naro¢né, na rozdil od mikrobiologickych metod. U agar6zového kapkového spot-test je
dalezité hlidat kritické body, kterymi jsou napiiklad teplota pouzivaného média pfi
ptelivani Petriho misek. Déle je to samotna kultivace bakteridlnich bunék a zamezeni

kontaminace piislusnych médii.

Principem agar6zového spot-testu je vyvolani stresu u testovaného bakterialniho
kmene (kmen, u kterého je sledovana produkce antimikrobidlnich latek) a dochazi tak
k produkci antimikrobialnich latek. Stresovym faktorem je agarézové médium s nizkym
obsahem glukézy. Testovany bakterialni kmen je nakapan na takto ptipravené médium.
Produkce bakteriocinii je potvrzena po pieliti testovaného kmene, kmenem tzv.
indikatorovym (bakteridlni kmen, jehoz rGst je inhibovan vlivem produkce
antimikrobidlnich latek testovaného kmene), kdy se kolem spotd testovaného kmene
vytvoii inhibiéni zoéna. Indikdtorovy kmen zde neroste a ¢im je zona intenzivnéjsi, tim
je indikatorovy kmen citlivéj$i vaéi antimikrobidlnim latkdm. Aplikaci enzymi
(napiiklad trypsin, proteindza K) k inhibi¢nim zéndm by mélo dojit k jejich zzeni

Vv pfipadé, Ze se jedna o mikrobidlni latky proteinového ptivodu.

2.8. Bioinformatika

Termin bioinformatika byl poprvé zaveden v roce 1991 a spojuje oblasti biologie,
pocitacovych véd, informacni techniky a matematiky. Jeji souCésti je zobrazovani,
vyhledavani a modelovani biologickych dat. Prostfednictvim internetu a webovych
prohlize¢t umoziuje rychly pfenos dat a tato data jsou dostupna pro nékolik tisic lidi
(Smarda 2005).

K bioinformatické analyze nukleotidovych sekvenci se nejvice vyuziva programu
Primer-BLAST (Basic Local Aligment Search Tool). Jeho algoritmus pracuje na
zaklad¢ porovnavani nukleotidovych sekvenci se sekvencemi, které jsou jiz ulozeny

v genetickych databazich (McGinnis & Madden 2004).
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Jednim z kritickych boda primeru je jejich specifi¢nost. V idealnim piipadé by méla
byt dvojice primert specifickd pouze pro jeden cilovy organismus. Vzhledem
k tomu, Ze rizné ¢asti chromozomu nebo transkripti mohou sdilet nékteré podobnosti
v nukleotidech, neni pak neobvyklé, ze par primerti uréeny pro jeden cilovy organismus
se také vaze i k jinému cilovému organismu. Primery se tak stavaji nespecifickymi (Ye
etal. 2012).

Program Primer-BLAST pomaha uzivatelam navrhovat specifické primery pro
danou nukleotidovou sekvenci. UZivatelé si bud’to mohou navrhnout nové primery nebo

ovéfit specifi¢nost jiz navrzenych primeru (Ye et al. 2012).



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Material

3.1.1. Testované bakterialni kmeny

Tabulka ¢. 3: Seznam bakterialnich kmenii

RL 2
RL 2P Piivod: stolice pIn€ kojenych a zdravych déti
I1zolat poskytl: Prof. Ing. V. Rada, CSc.
RL 22P Izolat pregistil: doc. RNDr. A. Spanova, CSc.
RL 26P
L. sakei — IM 398 IM Sbirka Institute of Dairy Science and Probiotics (University of
L. sakei Ljubljana, Biotechnical Faculty, Slovenia)
L. gasseri K7

3.1.2. PouZité bakterialni kmeny pro pozitivni kontroly

Pouzité bakteridlni kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismi, CCM,

Brno, Ceska republika.

Bakterie L. gasseri K7 byly ziskana od prof. Ireny Rogelj, Biotechnical Faculty,

University of Ljubljana, Slovinsko.

L. gasseri K7

L. plantarum CCM 7039"

3.1.3. Pristroje a pomiicky

Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI

Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot - min™ (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Mikropipeta Biohit Proline 1-5 ml (Proline, Helsinky, Finsko)
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

Mikrovinna trouba PROLINE SM117

Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
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e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, Velka
Britanie)

e Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet
International, Woodbridge, USA)

e Transilluminator TVR- 312A (Spectroline, Albany, USA)

e Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

e Thermocycler Minicycler TM (BIO-RAD Lab., USA)

e Inkubacni box UVC/T-AR, DNA/RNA, UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)

o Exsikator

e Laboratorni sklo

e Plastovy material — $picky, zkumavkys,...

Dalsi laboratorni vybaveni

3.1.4. Chemikalie

Agar (Pliva-Lachema, Brno, CR)

e Agar6za pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
e Destilovana voda

e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Lachema, Brno, CR)

e Ethanol (Lachema, Brno, CR)

e Ethidiumbromid (5 mg/ml) (Sigma, St. Louis, USA)

¢ Ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
e Fenol (Lachema, Brno, CR)

e Chloroform (Lachema, Brno, CR)

e Izoamylalkohol (Pliva-Lachema, Brno, CR)

e Kyselina borita (Lachema, Brno, CR)

e MRS agar (Oxoid, Londyn, Velka Britanie)

e Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)



e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

e Polyethylenglykol (PEG) 6000 (Lachema, Brno, CR)

e Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

e RNaza A (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

e Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-base) (Amresco, Solon, USA)
e Tween 20

e Dale byly pouzity bézné dostupné chemikalie v kvalité p.a.
3.1.5. Roztoky

3.1.5.1. Roztoky pro izolaci bakterialni DNA

Roztok A: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8); 5 mM EDTA (pH 8,0) roztok se pfipravuje
sterilné ze zasobnich roztokt (1 M Tris, pH 7,8, a2 0,5 M EDTA, pH 8,0)

Roztok B: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8); 5 mM EDTA (pH 8,0); lysozym (3mg/ml);
roztok se pfipravuje vzdy Cerstvy

Roztok C: piedestilovany fenol, jehoz pH bylo upraveno pomoci 1M Tris-HCI na
7,8 (nasyceny roztok v TE pufru)

ClZ: smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1.

TE pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 7,8); 1 mM EDTA (pH 8,0); sterilizovat v autoklavu
pti 121 °C po dobu 15 minut

3M octan sodny (pH 5,2): 40,81 g trihydratu octanu sodného rozpustit v 80 ml
destilované vody. Upravit pH na 5,2 ledovou kyselinou octovou. Doplnit destilovanou

vodou do 100 ml. Sterilizovat v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut.

20% SDS: 20 g SDS rozpustit v 80 ml destilované vody. Upravit pH na 7,0
nckolika kapkami koncentrované HCL. Doplnit destilovanou vodou do 100 ml. Nemusi

se sterilizovat.
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3.1.5.2. Roztoky pro agarozévou gelovou elektroforézu

TBE pufr (5% koncentrovany): Tris-base 54 ¢; kyselina borita 27,5 g; 0,5 M
EDTA (pH 8,0) 20 ml. Uvedend mnozstvi se smichaji a doplni do 1000 ml destilovanou
vodou. Tento zasobni roztok se pied pouzitim fedi 10x destilovanou vodou.

Nesterilizuje se.
Agarozovy gel pro gelovou elektroforézu:

a) pro doménu Bacteria — 0,8%: 0,8 g agar6zy/100 ml 0,5x koncentrovaného TBE

pufru

b) pro rodovou a druhovou identifikaci — 1,5%: 1,5 g agar6zy/100 ml 0,5x

koncentrovaného TBE pufru

3.1.6. Komponenty pro PCR

e Oligonukleotidové primery (Oligo-Biotech, Hradec Kralové, CR

e DNA standard 100 bp Zebiicek (Malamité, Moravské Prusy, CR)

e dNTP smés (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

e Reak¢ni pufr kompletni pro Tag DNA polymerdzu 1.1 (10x koncentrovany)
(Top-Bio, Praha, CR)

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

e Voda pro injekce CSL 4 (Biotika, Slovenska L up&a, SR) — dale oznatovana
jako PCR voda

3.2. Metody

Jednotlivé upravené postupy prace probihaly dle skript Spanova a Rittich (2010)

a dle navodu praktik z Molekularnich biotechnologii (nepublikovano).

3.2.1. Kultivace bakterii

1. Lyofilizaty bakterialnich kmenti rodu Lactobacillus byly naockovany do 10 ml
tekuttho MRS média (de Mann, Rogosa, Sharpe) — Oxoid, Hampshire, Velka
Britanie.

2. Kultivace probihala aerobné nebo anaerobné pii 37°C v termostatu po dobu 24 az

48 hodin.



Narostlé bakterialni kultury byly pieockovany do 10 ml tekuttho MRS média 1%
inokulem a kultivovany pfti 37°C po dobu 24 az 48 hodin.

Kiizovym roztérem na Petriho misky s MRS agarem byla ovéfena Cdistota
bakterialnich kultur a kultivace opét probihala aerobné pii 37°C po dobu 24 hodin.
Probéhla kontrola vzhledu (velikost, zbarveni, morfologie) kolonii a misky byly

dale uchovavany.

3.2.2. lzolace bakterialni DNA

3.2.2.1. Lyze bakteridalnich bunék

1.

Pfes noc narostlé bakteridlni bunééné kultury v MRS médiu, byly centrifugovany
(1 ml) pti 14 0000 ot/5min. Supernatant byl opatrn¢ slit a sediment se nechal dobie
odkapat.

Sediment byl resuspendovan v 1 ml roztoku A — nejdtive bylo ptidano 100 ul
roztoku a suspenze byla dobfe promichana, poté se piidalo zbyvajicich 900 pnl

a suspenze byla opét dobie promichana.

Suspenze byla centrifugovana pii 14 000 ot/5 min. Supernatant byl opatrné slit
a sediment se nechal dobie okapat. K sedimentu bylo pfidano 500 ul roztoku B,

ktery obsahoval lysozym a sediment byl dikladné rozsuspendovan.

Vzorky byly inkubovany pii laboratorni teploté po dobu 1 hodiny a ob¢as byly
promichany.

K suspenzi bylo pfidano 12,5 ul 20% SDS a 5 pl proteindzy K (100 pg/ml). Vse
bylo dukladné promichéno.

Vzorky byly inkubovéany pii 55°C do druhého dne. Obcas byly promichany.

Nésledujici den bylo k vzorkim ptidano 10 ul RNasy A (100 pl/ml). Smés se

promichala a nechala se inkubovat pti 37°C po dobu 30 min.

Takto byly pfipraveny tzv. hrubé lyzaty bakteridlnich bunék, ze kterych se izolovala
bakterialni DNA.

3.2.2.2. Fenolova extrakce bakterialni DNA

1.

K 500 pl hrubého lyzatu bunék byl ptidan stejny objem roztoku C (pfedestilovany
fenol, hodnota pH 7,8). Jednotlivé Eppendorfovy zkumavky se smési byly
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kyvavym pohybem opatrné promichavany 4 min a nasledné centrifugovany
pti 14 000 ot/5 min.

Pomoci $picky s usttizenym hrotem byla odebrana horni vodni faze s DNA do ¢isté
Eppendorfovy zkumavky (nesmi byt odebrana proteinova vrstva).

Vodni faze s DNA byla nejdiive doplnéna na objem 500 pl a nasledné bylo piidano
700 ul CIZ a smés byla opatrné promichavana kyvavym pohybem 4 minuty.

Smés byla centrifugovana pii 14 000 ot/5 min.

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

3.2.2.3. SraZeni DNA ethanolem

1.

7.

Pomoci automatické pipety byl zméten objem vzorku DNA ve zkumavce a celkovy
objem byl doplnén do 400 ul TE pufrem.

Ke vzorku DNA byla ptidana 1/10 objemu 3M octanu sodného (20 ul) a vzorek byl
promichan.

Byl pfidan 1 ml 96% etanolu, smés byla promichéna a nechala se 1 h vysrazet pti
-20°C.

Smés byla 15 minut centrifugovana pii 14 000 otackach, pti teploté 4°C.
Supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal dobfe okapat.

K sedimentu bylo ptidano 500 pl 70% ethanolu. Smés byla centrifugovana pii
14 000 ot/10 min pfi teplote 4°C.

Opatrné byl slit supernatant a sediment obsahujici DNA byl usuSen v exikatoru
(10 - 15 min).

DNA byla rozpusténa ve 100 ul TE pufru a uskladnéna pii 4°C.

U takto pfipravené DNA byla spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA a

provedena agarozova gelova elektroforéza.

3.2.3.Stanoveni koncentrace bakteridlni DNA pomoci piistroje NanoPhotometer

1.

Vzorek izolované DNA rozpusténé v TE pufru byl 10x ziedén TE pufrem. Jako
blank byl pozit TE pufru, ve kterém byla bakteridlni DNA rozpousténa.

Byly odecteny hodnoty absorbance ptfi 260 nm (absorpéni maximum nukleovych
kyselin), 280 nm (absorpéni maximum proteintl)

Cistota DNA byla stanovena z poméru hodnot absorbance Azgo/Azgo. Lezi-li hodnota

poméru absorbanci Aeo/Azgo Mezi 1,8-2,0, Ize DNA povazovat za ¢istou. Pfitomnost



RNA ve vzorku se projevila vzristem poméru absorbanci nad hodnotu 2.0.

Ptitomnost bilkovin se projevila poklesem pod hodnotu 1,8.

3.2.4. Polymerdazova fetézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce byla vyuzita pfi zafazovani jednotlivych
bakterialnich kment do domény Bacteria, rodu Lactobacillus a druhti Lactobacillus
gasseri, plantarum, casei/paracasei. Po zafazeni bakterialnich kment byla jest¢ dale
pouzita na prokdzani piitomnosti genli produkujicich bakteriociny. Pro PCR byla

izolovana bakterialni DNA vyfedéna na koncentraci 10 ng/ul.

Tabulka ¢. 4: Sekvence primeril, velikost produktit PCR a reference primerii pouzitych pri

identifikaci kmenii

Produkt
PCR Primery Sekvence (5"— 3) PCR Reference
[bp]
Doména Feub TCCTACGGGAGGCAGCAGT 466 (Haarman a
Bacteria Reub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT Knol 2006)
Rod LbLBA 1rev CTCAAAACTAAACAAAGTTTC 250 (Dubernet et
Lactobacillus R16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA al. 2002)
L. gasseri K7 Gas | GAGTGCGAGAGCACTAAAG 400. 200
' Gas Il CTATTTCAAGTTGAGCCCCTCT ' (Walter et al.
L. plantarum Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT 400. 200 2000)
' Plan Il TTACCTAACGGTAAATGCGA '

Tabulka ¢. 5: SloZeni smési pro PCR a pouzité primery pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a

druhové zarazeni

Primery/[ul]
Komponenta pro PCR 322,::2: Lacttl)qboaciillus Druhy rodu Lactobacillus

Eit% LbLRI\QGA-frev Gasl Gasll Pll_;ﬁ:I

Voda pro PCR 17,5 19,0 15,0 15,5
10x reakéni pufr 2,5 2,5 2,05 2,5
dNTP smés (10mM) 1,0 0,5 1,0 1,0
MgCl, (25 mM) - - 2,5 2,0
primer 1 1,0 0,5 1,0 1,0
primer 2 1,0 0,5 1,0 1,0
Taq DNA polymeraza (1U/pl) 1,0 1,0 1,0 1,0
matrice DNA (10 ng/pl) 1,0 1,0 1,0 1,0
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Tabulka ¢. 6: Amplifikacni programy pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhové zarazeni

Doména Bacteria Lb. plantarum
(Feub/Reub) (Lfpr/Planll)
rod Lactobacillus Lb. gasseri
(LbLMA-1rev/R16-1) (Gasl/Gasll)
1. 95°C/5 min 95°C/5 min
2. 95°C/30 s 95°C/30 s
3. 55°C/30 s 55°C/30 s
4, 72°C/30 s 72°C/1 min
5. 30x krok 2-4 30x krok 2-4
6. 72°C/5 min 72°C/5 min
7. 4°C/- 4°C/-

Tabulka ¢. 7: Sekvence primerii, velikost produktit PCR a reference primeril pouZitych pro detekci

genii produkujicich bakteriociny

PCR Primery Sekvence (5" — 37) F?é%delg] Reference
gassericin LFA 185 GTTGCAGGATCATGTG 84
K7A LFA 268 TGTTGCAGCTCCGTTA (Canic a Rogelj
gassericin K7B c.f. F | TGGGAGAAATAATAATTGGGCTG 165 2003)
K7B K7Bc.f. R TTTCCGAATCCACCAGTAGC
icin T gaT 950 GGAGTAGGTGGAGCGACAGT 126 (Kawai et al.
gassericin 1 0371075 | TCCACCAGTAGCTGCCGTTA 2000)

Tabulka ¢. 8: Slozeni smési PCR pro detekci genii produkujicich bakteriociny

Primery [ul]
Komponenta pro PCR | | FA 185 | K7B c.f.F | gaT 950
LFA 268 | K7B c.f.R | gaT 1075
Voda pro PCR 9,8 9,8 8,7
10x reakéni pufr 2 2 4,0*
dNTP smés (10mM) 2 2,0 2,0
MgCl, (25 mM) 1,2 1,2 1,2
primer 1 1 1,0 1,0
primer 2 1 1,0 1,0
Tag DNA polymeréaza
g (II?/ul))/ 1,0 1,0 0,1*
m?ltg'f]egﬂ\)m 2,0 2,0 2,0

*Pozn.: u vzorkl byla pouzita LA polymeraza (5 U/ul) a k ni pfislusny pufr




Tabulka ¢. 9: Amplifikacni programy pro detekci genut produkujicich bakteriociny
Gassericin T Gassericin K7B | Gassericin K7A

1. 95°C/5 min 95°C/5 min 95°C/5 min

2. 95°C/1 min 95°C/30 s 95°C/30 s

3. 58°C/30 s 56°C/30 s 55°C/30 s

4, 72°C/30s 72°C/20 s 72°C/20 s

5. 35x krok 2-4 30x krok 2-4 30x krok 2-4

6. 72°C/5 min 72°C/5 min 72°C/5 min

7. 4°C/- 4°Cl/- 4°C/-

Tabulka ¢. 10: Sekvence primerii a velikost produktit PCR pro detekci genetického determinantu

gassericinu K7A a gassericinu K7B (Treven et al. 2013)

PCR Primery Sekvence (5" — 37) PPéORdelg]
gassericin K7A GasA_1F TGCATGGAGAGGTGCACG 118
komplementarni protein | GasA_1R CCAGCCCACACATTGTACTGAT
gassericin K7A aktivni | GasA_2F GGATCATGTGGTAAAGGTGCAGTA 105
protein GasA_2R TCCACTAGCAGTTTGTAGAACCAAT
gassericin K7A imunitni | GasA_3F | CACCAATATAGTAGCTCTAATACAGACAC 106
protein GasA_ 3R | ATATTTTGGATTATTTTTACCTGCATAGGC
gassericin K7B GasB_3F GAAATGCAGTTTGCGGTCCT 105
komplementarni protein | GasB_3R TTCTTATCTTTCCGAATCCACCAAGTAG
gassericin K7B aktivni | GasB_4F | GAATTAAGAAATGTAATGGGTGGAAACAAG 102
protein GasB_4R TGGTCCGAATCCTCTGCACCAA
gassericin K7Bimunitni | GasB_5F | TTGTAATTGGCCAATTTATGTTTTTGAAGT 116
protein GasB 5R | CCTATTACAAACGATATGGCCAAAATTAGT

Tabulka ¢. 11: Slozeni smési PCR pro detekci genetického determinantu gassericinu K7A a

gassericinu K7B

Komponenta pro PCR determégiggﬁgséencmu
voda pro PCR 17,5
10x reakéni pufr 2,5
dNTP smés (10 mM) 1,0
primer 1 1,0
primer 2 1,0
LA polymeréza (5 U/nl) 1,0
matrice DNA (10 ng/pl) 1,0
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Tabulka ¢. 12: Amplifikacni programy pro detekci genetického determinantu gassericinu K74 a
gassericinu K7B

determinant gassericinu K7A a K7B

95 °C/5min
95°C/30s
60 °C/30 s
72°Cl40 s

30x krok 2-4

72 °C/10 min

4 °Cl-

Njo|galMwiNIE

3.2.5. Agardzovéa gelova elektroforéza

Agarozova gelova elektroforéza prokazala piitomnost a piibliznou koncentraci

izolované bakterialni DNA. Pro pfitomnost chromozomalni DNA byl ptipraven 0,8%

gel, pro ptitomnost amplikont (produktt PCR) byl pouzit 1,5% gel.

Postup prace:

Navazené mnozstvi agarézy bylo rozpusténo v daném objemu 0,5x
koncentrovaného TBE pufru. Smés byla nasledné dikladné rozvafena v mikrovinné
troubg.

Obsah banky se nechal vychladnout na teplotu zhruba 60°C a poté byl nalit
do elektroforetické vanicky s hiebinkem.

Gel se nechal pfiblizn€ 30 min tuhnout pfi laboratorni teploté.

Pied nanaSenim vzorkl na gel byl opatrné vyjmut hiebinek.

K vzorktiim byl pted samotnym nanesenim na gel pfimichan nanéseci pufr v poméru
5: 1

Gel byl umistén do elektroforetické vany v takové orientaci, aby zaporné nabita
DNA putovala k anodé. Gel byl opatrné pievrstven 0,5x koncentrovanym TBE
pufrem, aby se zamezilo vyplaveni vzorkt z komurek.

Elektroforéza byla spusténa zapnutim zdroje nastaveného na 80 V/2 hod. Separace
probihala obvykle tak dlouho, dokud vzorky nedoputovaly do 2/3 agar6zového
gelu.

Po skonéeni elektroforézy byl gel barven v roztoku ethidiumbromidu (1 pg/ml)
pfiblizné 30 min.

Obarveny gel byl prohlizen na transilluminatoru v UV svétle (305 nm). Pro

dokumentaci byly potizené fotografie gelti.



3.2.6. Agarovy kapkovy spot-test

Agarovy kapkovy spot-test je jednou z dalSich moznosti prikazu bakteriocini

u bakterii mlééného kvaseni.

9.

Postup préace:

Testované kmeny Lactobacillus gasseri K7, RL 2, RL 2P, RL 22P, RL 26P
a indikatorovy kmen Lactobacillus sakei IM 398 byly nao¢kovany do 10 ml tekutého
MRS média (1% inokulum) a kultivovany aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin.

. Na ptedem piipravené pevné MRS médium se snizenou koncentraci glukozy (0,2%)

byly nakapnuty dvé kapky (2 ul) Cerstvé narostlych testovanych kment.

. Petriho misky pak byly kultivovany aerobné pti 37 °C po dobu 24 hodin.
. Po kultivaci byly zaznamenany vznikl¢é inhibi¢ni zony.

. Narostl¢ kapky testovanych kment byly opatrné prelity 5 ml rozvateného polotuhého

MRS média (0,75% mnozstvi agaru), ochlazeného na 36 °C (kriticky bod — vyssi
teplota je nebezpecna pro pridavané bakterie, naopak niz§i teplota zptisobuje tuhnuti
agaru a nedostatecné preliti misek). Po ochlazeni bylo do média ptipipetovano 200 pl

indikatorového kmene L. sakei IM 398.

Petriho misky byly ponechany na vodorovné ploSe (dokud nedoslo k zatuhnuti)

a nasledné byly aerobné kultivovany pti 37 °C po dobu 24 hodin.

Po kultivaci byly k jedné kapce pfipipetovany 3 pl enzymi degradujicich proteiny:
trypsin (10 mg/ml) a proteinaza K (10 mg/ml).

Po zaschnuti kapek byly opétovné piipipetovany shodné enzymy o stejném objemu

a opét se nechaly zaschnout.

Misky byly kultivovany aerobné pti 37 °C po dobu 24 hodin.

10. Nasledujici den byly jeSté jednou na stejnd mista pfipipetovany shodné enzymy,

0 stejném objemu, a kultivace probihala stejné jako v ptedeslych krocich.

11. Na zavér byla vyhodnocena funkce enzymt.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1. Kultivace bakterii

Kultivace jednotlivych bakterialnich kmenti probihala dle postupu uvedeného
v kapitole 3.2.1. Vzhled bakterialnich kolonii, narostlych na Petriho miskéach po

kiizovém roztéru, odpovidal vzhledu, ktery je pro tyto kolonie charakteristicky.

Pro dalsi préaci byly kmeny uchovavany v 50% glycerolu pfti -70°C.

4.2. Stanoveni koncentrace bakterialni DNA

Pro stanoveni koncentrace bakterialni DNA spektrofotometricky, byla nejdfive

DNA vyizolovana podle postupu v kapitole 3.2.2.

Z poméru hodnot absorbanci Azeo nm/Azs0 nm je patrné, Ze Cistota bakterialni DNA,
byla izolovana v dostate¢né ¢istoté (pomér hodnot absorbanci Azsp nm/A2s0 nm S€
pohyboval ptiblizné¢ v rozmezi 1,8-2,0). DNA tedy neni kontaminovana proteiny ani
RNA.

Tabulka ¢. 13: Koncentrace a Cistota izolované bakterialni DNA

L 923759” L.sakei | IM398 | RL2P | RL22P | RL26P | RL?2
Koncentrace 1153 24,3 6,7 122,75 2,3 87,85 52,45
[ng/ul]
- 2.306 0,486 0140 | 2455 | 0,046 1,757 1,050
nm
- 1,124 0,281 0091 | 1267 | 0,027 0,907 0,530
nm
N 205 1,73 1,54 1,94 1,75 1,94 1,98
N 228 1,90 1,46 228 0,94 212 2,09

Déle byla u izolované bakterialni DNA provedena dle kapitoly 3.2.5. agarézova
gelova elektroforézy. Z agardzové gelové elektroforézy (Obr. €. 2) je patrné, Ze DNA

byla nedegradovana, intaktni a obsahovala RNA.



Chromozomalni
DNA

—

- RNA

Obr. ¢. 2: Agarozova gelova elektroforéza bakterialni DNA

Tabulka & 14: Schéma naneseni vzorkii bakteridlni DNA na gel

Béh Popis Piitomnost DNA
Béh . 1 negativni kontrola -
Béh €. 2 pozitivni kontrola (L. gasseri K7) ++
Béh ¢. 4-5 L. gasseri K7 ++
Béh . 6 IM 398 (13. 10. 2015) ++
Béh €. 7 L. sakei ++
Béh ¢, 11 RL 2P ++
Béh €. 13-14 RL 2 ++

-DNA nebyla detekovana, + DNA byla detekovana, ++ DNA byla siln¢ detekovana

4.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro potvrzeni domény Bacteria, rodu Lactobacillus a druhového zafazeni
(L. gasseri, L. plantarum) byla vyuzita konven¢ni polymerazova fetézova reakce.
Jednotlive komponenty pro PCR a jejich mnozstvi jsou shrnuty v tabulce €. 5, v kapitole
3.2.4.

Koncentrace izolované bakteriadlni DNA byla vyfedéna na hodnotu 10 ng/ul. Kazda

PCR obsahovala citlivost, ke které byla pouzita pozitivni kontrola (fedéni v rozsahu 100
ng/ul — 1 pg/ul, resp. 10 ng/ul — 1pg/ul).

4.3.1. Doména Bacteria

Bakterialni DNA ziskana fenolovou extrakci byla amplifikovana pomoci
specifickych primera (Feub/Reub (Haarman & Knol 2006)) a detekovana
elektroforeticky na 1,8% gelu. Jako pozitivni kontrola byl pouzit vzorek L. gasseri K7
(10 ng/ul) a jeho velikost je shodna s ostatnimi vzorky. Obr. €. 3 znazorfiuje piitomnost
bakterialni DNA ve vSech vzorcich nanesenych na gel a velikost amplikonit odpovida

466 bp, ktera je charakteristicka pro doménu Bacteria (Haarman a Knol 2006).
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466 bp

Obr. ¢. 3: Agardzové gelova elektroforéza produktu PCR (466 bp) specifického pro doménu Bacteria

Tabulka ¢. 15: Schéma naneseni produktiit PCR specifickych pro doménu Bacteria na gel

« . Pritomnost
Béh Popis produktu PCR

Béh é. 1 RL 26P +++
Béh ¢. 2 RL 26P +++
Béhé. 3 IM 398 (22.5. 2012) +++
Béh &. 4 IM 398 (22.5. 2012) +++
Béh é. 5 RL 22P (13.4. 2013) +++
Béh & 6 RL 22P (13.4. 2013) +++
Béh ¢. 7 L. gasseri K7 +++
Béh ¢. 8 L. gasseri K7 +++
Béh & 9 IM 398 (9.10. 2015) +++
Béh ¢ 10 L. sakei +++
Béh €. 11 IM 398 (19.10. 2015) +++
Béh €. 12 RL 22P (13.10. 2015) +
Béh ¢&. 13 RL 22P (19.10. 2015) ++
Béh ¢. 14 RL 2P +++
Béh ¢. 15 RL 2P +++
Béh ¢. 16 RL 2 +++
Béh ¢. 17 RL 2 +++
Béh €. 19 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢&. 20 Negativni kontrola -
Béh ¢. 22 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢. 24 Citlivost (100 ng/ul) +++
Béh ¢&. 25 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 26 Citlivost (1ng/ul) +++
Béh ¢&. 27 Citlivost (10 pg/ul) ++
Béh ¢. 28 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢. 29 Citlivost (1 pg/ul) +

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan

Bylo prokazano, Ze vzorky pochézeji z bakteridlnich kultur nalezicich do domény
Bacteria. Podobnou metodou byla prokazana ptitomnost bakterialni DNA ve vzorku
i jinymi autory (Haarman a Knol 2006). Negativni kontrola nebyla kontaminovana



a nebyl potvrzen fale$né pozitivni vzorek. Intenzita produktii PCR je ve vétSiné vzorkl
stejna (obr. ¢. 3). Vbehu ¢. 12 a 13 je vSak koncentrace nepatrné nizsi, jelikoz jeji
hodnota byla stanovena pod 10 ng/ul. Pti kultivaci téchto vzorkt byl problém s rustem
kultury a z toho divodu vyizolovana DNA méla niz§i koncentraci nez je obvyklé.

Citlivost pro danou PCR byla detekovana az do koncentrace 1 pg/pl.

4.3.2. Rod Lactobacillus

Pomoci specifickych primert (LbLMA 1rev/R16-1 (Dubernet et al. 2002)) byla

v

provedena PCR pro rod Lactobacillus (obr. ¢. 4). Amplikony byly detekovany
elektroforeticky na 1,8% gelu. Pozitivni kontrolou byla DNA L. gasseri K7 (10 ng/ul).

Nanesené vzorky vykazuji pasy v oblasti pro 250 bp, stejné jako pozitvni kontrola.

250 bp

Obr. ¢. 4: Agarozové gelova elektroforéza produktu PCR (250 bp) specifického pro rod Lactobacillus

Tabulka ¢. 16: Schéma naneseni produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus na gel

« . Piitomnost
Béh Popis produktu PCR
Béh ¢. 1 RL 26P ++
Béh €. 2 RL 26P ++
Béh €. 3 IM 398 (22.5. 2012) ++
Béh ¢. 4 IM 398 (22.5. 2012) ++
Béh ¢. 5 RL 22P (13.4. 2013) ++
Béh ¢. 6 RL 22P (13.4. 2013) ++
Béh ¢. 7 L. gasseri K7 ++
Béh ¢. 8 L. gasseri K7 ++
Béh ¢. 9 IM 398 (9.10. 2015) --
Béh €. 10 L. sakei --
Béh ¢ 11 IM 398 (19.10. 2015) +
Béh &, 12 RL 22P (13.10. 2015) +
Béh & 13 RL 22P (19.10. 2015) --
Béh ¢. 14 RL 2P +++

37



Béh ¢. 15 RL 2P +++
Béh ¢. 16 RL 2 +++
Béh ¢. 17 RL 2 +++
Béh ¢. 19 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh &, 20 Negativni kontrola -
Béh ¢. 22 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢. 24 Citlivost (100 ng/ul) +++
Béh ¢&. 25 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 26 Citlivost (1ng/pl) ++
Béh &, 27 Citlivost (10 pg/ul)

Béh ¢. 28 Citlivost (100 pg/ul) +
Béh ¢&. 29 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan

Bylo prokazano, ze vzorky bakterialni DNA pochazeji z kultur rodu Lactobacillus.
Podobnou metodou byla prokazana pfitomnost bakterialni DNA ve vzorku i jinymi
autory (Dubernet et al. 2002). Negativni kontrola nebyla béhem prace kontaminovana a
nebyl potvrzen fale$sné pozitivni vzorek. Velikost intenzity produktli nékterych vzorkt
se lisi (obr. €. 4). Jedna se opét o vzorky (béh ¢. 9-13), u kterych probihalo opakované
zaoCkovani, z divodu nedostate¢ného nartstu bakteridlni kultury. Z téchto vzorkl pak
byla vyizolovéana bakteridlni DNA s niz$i koncentraci. Ostatni vzorky byly vyizolovany
s dostate¢nou hodnotou koncentrace. Citlivost prodanou PCR byla detekovéana az do

koncentrace 100 pg/pl.

4.3.3 Druh Lactobacillus gasseri

Prokdzani jednotlivych druhtt rodu Lactobacillus bylo provedeno pomoci
specifickych primeru (pro druh L. gasseri — Gasl/Gasll (Walter et al. 2000)) pro danou
PCR (obr. ¢. 5). Velikost jednotlivych amplikonti byla detekovana elektroforeticky na
1,8% gelu. Pozitivni kontrolou byl opét vzorek L. gasseri K7 (10 ng/ul).

Nanesené vzorky produktu PCR piipraveného amplifikaci bakterialni DNA vykazuji

pasy Vv oblasti pro 400 a 200 bp, stejné jako pozitvni kontrola.



400 bp

200 bp

Obr. ¢ 5: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (400 a 200 bp) specifického pro druh L.

gasseri

Tabulka ¢. 17: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro druh L. gasseri na gel

< . Piitomnost
Béh Popis produktu PCR

Béh ¢. 1 RL 26P -
Béh ¢. 2 RL 26P -
Béh €. 3 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh ¢. 4 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh &. 5 RL 22P (13.4. 2013) -
Béh &. 6 RL 22P (13.4. 2013) -
Béh ¢. 7 L. gasseri K7 +
Béh ¢. 8 L. gasseri K7 +
Béh &9 IM 398 (9.10. 2015) -
Béh ¢. 10 L. sakei -
Béh & 11 IM 398 (19.10. 2015) -
Béh & 12 RL 22P (13.10. 2015) -
Béh €. 13 RL 22P (19.10. 2015) -
Béh ¢. 14 RL 2P +
Béh ¢. 15 RL 2P +
Béh ¢. 16 RL 2 +
Béh ¢ 17 RL 2 +
Béh ¢. 18 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +
Béh ¢. 19 Negativni kontrola -
Béh &. 21 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢&. 23 Citlivost (100 ng/ul) ++
Béh ¢. 24 Citlivost (10 ng/ul) +
Béh ¢. 25 Citlivost (1ng/ul) -
Béh ¢. 26 Citlivost (100 pg/ul) -
Béh ¢. 27 Citlivost (10 pg/ul) -
Béh ¢. 28 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovén, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan

Bylo prokazano, ze vzorky L. gasseri K7, RL 2, RL2P a RL 22P pochazeji z kultur

rodu Lactobacillus a jsou fazeny do druhu L. gasseri. Podobnou metodou byla
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prokazana piitomnost bakterialni DNA ve vzorku i jinymi autory (Walter et al. 2000). U
negativni kontroly nebyl detekovén viditelny pas v béhu, takze nebyl potvrzen falesné
pozitivni vzorek. U PCR specifické pro L. gasseri byla citlivost elektroforézy jiz nizsi
(obr. ¢. 5). Citlivost je detekovana pouze do koncentrace 10 ng/pl. Pfiblizenim

fotografie je mozné vidét v béhu ¢. 7-8 a 14-16 pasy v oblasti pro 400 a 200 bp.

4.3.4. Druh Lactobacillus plantarum

PCR specificka pro druh L. plantarum byla provedena pomoci specifickych primert
(Lfpr/Plan 11 (Walter et al. 2000)) a jeji vysledek je zaznamenan na obr. ¢. 6. Velikost
produkti PCR reakce se nachazi v oblasti 500 a 300 bp. Amplikony byly detekovany
elektroforeticky na 1,8% gelu. Pozitivni kontrolou byl vzorek bakteridlni DNA L.
plantarum CCM 7039" (10 ng/ul).

Nanesené vzorky (produkty PCR) v béhu ¢. 1 a 2 vykazuji viditelné pasy v oblasti

pro 500 a 300 bp, které jsou shodné s pozitivni kontrolou.

500 bp

300 bp

Obr. ¢ 6: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (500 a 300 bp) specifického pro druh L.
plantarum

Tabulka ¢. 18: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro druh L. plantarum na gel

« . Pritomnost
Beh Popis produktu PCR
Béh¢. 1 RL 26P +++
Béh ¢. 2 RL 26P +++
Béh €. 3 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh €. 4 IM 398 (22.5. 2012)
Béh &. 5 RL 22P (13.4. 2013)
Béh €. 6 RL 22P (13.4. 2013)
Béh ¢&. 7 L. gasseri K7




Béh ¢. 8 L. gasseri K7 -
Béh & 9 IM 398 (9.10. 2015) -
Béh ¢. 10 L. sakei -
Béh ¢ 11 IM 398 (19.10. 2015) -
Béh ¢ 12 RL 22P (13.10. 2015) -
Béh ¢ 13 RL 22P (19.10. 2015) -
Béh ¢&. 14 RL 2P -
Béh & 15 RL 2P -
Béh ¢ 16 RL 2 -
Béh & 17 RL 2 -
Béh ¢&. 19 Pozitivni kontrola (L. plantarum CCM 7039" +++
Béh ¢&. 20 Negativni kontrola -
Béh ¢. 22 Standard Malamité (Zebticek 100 bp)

Béh ¢&. 24 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 25 Citlivost (1ng/ul) +++
Béh ¢. 26 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢. 27 Citlivost (10 pg/ul) +
Béh ¢. 28 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovéan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi siln¢ detekovan

Bylo potvrzeno, ze vzorky RL 26P pochazi z bakterialnich kultur rodu Lactobacillus
a jsou tazeny do druhu L. plantarum. Podobnou metodou byla prokazana piitomnost
bakterialni DNA ve vzorku i jinymi autory (Walter et al. 2000). U negativni kontroly
nebyl detekovéan viditelny pas v béhu, takze nebyl potvrzen faleSné pozitivni vzorek.

Citlivost pro danou PCR byla detekovéna do koncentrace 10 pg/pl.

4.3.5. Testovani produkce bakteriocinii

Po zafazeni jednotlivych vzorkd do druht rodu Lactobacillus, nasledovalo jejich

testovani na produkci vybranych bakteriocint.

4.3.5.1. Bakteriocin gassericin K7B

K testovani byla zvolena pfislusnd PCR reakce se specifickymi primery pro dany
bakteriocin (K7B c.f. F/K7B c.f. R (Canic a Rogelj 2003)) a vysledek je znazornén na
obr. ¢. 7. Produkty PCR reakce byly detekovany elektroforeticky na 1,8% gelu.
Viditelné pasy jednotlivych amplikonl jsou patrné v oblasti pro 165 bp. Pozitivni
kontrolou byl vzorek bakterialni DNA L. gasseri K7 (10 ng/ul), u kterého je prokazana

produkce bakteriocind.

Nanesene vzorky produktii PCR se stejné jako pozitivni kontrola nachazeji v oblasti
pro 165 bp, coz je charakteristické pro bakteriocin gassericin K7B (Canic a Rogelj
2003).
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165 bp

Obr. ¢. 7: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (165 bp) specifického pro bakteriocin
gassericin K7B

Tabulka ¢. 19: Schéma naneseni produktit PCR specifickych pro bakteriocin gassericin K7B na gel

« . Pritomnost

Béh Popis produktu PCR
Béh ¢ 1 RL 26P +
Béh &.2 RL 26P +
Béh ¢. 3 L. gasseri K7 +
Béh ¢. 4 L. gasseri K7 +
Béh &. 5 RL 22P (13.4. 2013) ++
Béh ¢. 6 RL 22P (13.4. 2013) ++
Béh &. 7 IM 398 (9.10. 2015) -
Béh ¢. 8 L. gasseri K7 +
Béh ¢. 9 L. gasseri K7 +
Béh €. 10 L. sakei -
Béh ¢. 11 RL 22P (19.10. 2015) +
Béh ¢. 12 RL 22P (13.10. 2015) ++
Béh ¢. 13 RL 22P (19.10. 2015) +
Béh ¢. 14 RL 2P ++
Béh ¢. 15 RL 2P ++
Béh €. 16 RL 2 ++
Béh ¢. 17 RL 2 +++
Béh ¢. 19 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢. 20 Negativni kontrola -
Béh ¢. 22 Standard Malamité (Zebticek 100 bp)
Béh ¢. 24 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 25 Citlivost (1ng/ul) +++
Béh ¢. 26 Citlivost (100 pg/ul) +++
Béh ¢&. 27 Citlivost (10 pg/ul) ++
Béh ¢. 28 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan

U vétsiny vzorkl byla prokazana piitomnost genti produkujicich bakteriociny (obr.
¢. 7). V béhu €. 10 nebyla prokazana ptitomnost téchto gend, jelikoz do tohoto béhu

byla nanesena bakterialni DNA L. sakei. U L. sakei je prokazano, Ze neni producentem



bakteriocini. Vyuziva se jako tzv. indikatorovy kmen (viz kapitola 2.6.2. Agarb6zovy
kapkovy spot-test) a antimikrobialni latky na né&j ptsobi inhibi¢né. Intenzita produkti
PCR reakce nékterych vzorkil se lisi. Jednd se opét o vzorky, u kterych neprobéhl
dostate¢ny narist bakteridlnich kolonii. Fale$n€ pozitivni vzorek nebyl potvrzen, tudiz
negativni kontrola nebyla kontaminovana. Citlivost pro tuto PCR reakci byla

detekovéna do koncentrace 10 pg/pl.

4.3.5.2. Bakteriocin gassericin K7A

K detekci bakteriocinti produkujicich bakteriocin gassericin K7A byla zvolena
ptislusna PCR reakce se specifickymi primery pro dany bakteriocin (LFA 185/LFA 268
(Canic a Rogelj 2003)). Vysledek je znazornén na obr. ¢. 8. Produkty PCR reakce byly
detekovany elektroforeticky na 1,8% gelu. Velikost jednotlivych amplikont je patrna
v oblasti pro 84 bp. Pozitivni kontrolou byl vzorek bakterialni DNA L. gasseri K7
(10 ng/pl), u kterého je prokazana produkce bakteriocinti.

84 bp

Obr. ¢. 8: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (84 bp) specifického pro bakteriocin
gassericin K7A

Tabulka ¢. 20: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro bakteriocin gassericin K74 na gel

« . Pritomnost
Béh Popis produktu PCR
Béh ¢ 1 RL 26P -
Béh & 2 RL 26P -
Béh & 3 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh ¢. 4 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh ¢ 5 RL 22P (13.4. 2013) -
Béh ¢. 6 RL 22P (13.4. 2013) -
Béh ¢. 7 L. gasseri K7 +-
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Béh ¢. 8 L. gasseri K7 +-
Béh €. 9 IM 398 (9.10. 2015) -
Béh ¢. 10 L. sakei -
Béh &. 11 IM 398 (19.10. 2015) -
Béh ¢. 12 RL 22P (13.10. 2015) -
Béh ¢. 13 RL 22P (19.10. 2015) -
Béh ¢. 14 RL 2P -
Béh &. 15 RL 2P -
Béh &. 16 RL 2 -
Béh ¢. 17 RL 2 -
Béh ¢. 19 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh &. 20 Negativni kontrola -
Béh ¢. 22 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh &. 24 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢&. 25 Citlivost (1ng/ul) ++
Béh ¢. 26 Citlivost (100 pg/ul) +
Béh ¢&. 27 Citlivost (10 pg/ul) -
Béh ¢. 28 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovéan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi siln¢ detekovan

U vétSiny vzorkll produkti PCR nanesenych na gel nebyla prokazéana pfitomnost
genll pro bakteriocin gassericin K7A, jelikoz na gelu nejsou viditelné pasy jako
u pozitivni kontroly. Pouze u bakterialni DNA L. gasseri K7 v béhu €. 7 a 8 byly hute
viditelné pasy produkti PCR po obarveni gelu na transiluminatoru. Negativni kontrola
nebyla kontaminovana a nebyl potvrzen falesné pozitivni vzorek. Citlivost pro danou

PCR reakci byla detekovéana do koncentrace 100 pg/pl.

4.3.5.3. Bakteriocin gassericin T

PCR specifickd pro bakteriocin gassericin T byla provedena pomoci specifickych
primert (gaT 950/gaT 1075 (Kawai et al. 2000)) a jeji vysledek je zaznamenan na obr.
¢. 9. Velikost produkti PCR reakce se nachézi v oblasti 126 bp. Amplikony byly
detekovany elektroforeticky na 1,8% gelu. Pozitivni kontrolou byl vzorek bakterialni
DNA L. gasseri K7 (10 ng/ul).



126 bp

Obr. ¢ 9: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (126 bp) specifického pro bakteriocin
gassericin T

Tabulka ¢. 21: Schéma naneseni produktit PCR specifickych pro bakteriocin gassericin T na gel

o . Pritomnost
Béh Popis produktu PCR

Béhé. 1 RL 26P +
Béh ¢&. 2 RL 26P +
Béh ¢. 3 RL 26P +
Béh ¢. 4 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh &. 5 RL 22P (13.4. 2013) +
Béh ¢. 6 RL 22P (13.4. 2013) +-
Béh ¢. 7 L. gasseri K7 +
Béh ¢. 8 L. gasseri K7 +
Béh €. 9 -
Béh €. 10 L. sakei -
Béh ¢. 11 RL 22P (13.10. 2015) +
Béh ¢. 12 RL 22P (19.10. 2015) +-
Béh €. 13 RL 2P +++
Béh ¢. 14 RL 2P +++
Béh ¢&. 15 RL 2 +++
Béh ¢. 16 RL 2 +++
Béh ¢. 18 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢. 19 Negativni kontrola -
Béh ¢. 21 Standard Malamité (Zebticek 100 bp)

Béh ¢. 23 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 24 Citlivost (1ng/ul) +++
Béh ¢. 25 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢&. 26 Citlivost (10 pg/ul) +
Béh ¢. 27 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovén, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan

Ve vSech vzorcich (s vyjimkou béhu €. 10) byly potvrzeny geny koédujici produkei
bakteriocinil, jelikoz velikost PCR produktu se shoduje s pozitivni kontrolou (obr. €. 9).

V béhu €. 10 byla na gel nanesena bakterialni DNA L. sakei, ktery bakteriociny
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neprodukuje, proto vtomto béhu neni viditelny bend, odpovidajici produktu PCR.
Nejvyssi intenzita produkti PCR je ve vzorcich RL 2 a RL 2P, které¢ byly
identifikovany jako L. gasseri. U negativni kontroly nebyl detekovan viditelny pés v
behu, takze nebyl potvrzen falesné pozitivni vzorek. Citlivost pro danou PCR byla

detekovana do koncentrace 10 pg/ul.

4.3.6. Detekce genetickych determinantii gassericinu K74 a gassericinu K7B

U testovanych bakteridlnich kmend se pomoci PCR reakce dale detekovala aktivita

genetickych determinanti pro gassericin K7A a gassericin K7B.

4.3.6.1. Geneticky determinant gassericinu K7A — komplementarni, aktivni a

imunitni protein

K detekci pritomnosti genetickych determinantii genovych klastri pro gassericin
K7A — komplementarni, aktivni a imunitni protein byly pouzity specifické primery pro
ptislusnou PCR reakci uvedené v kapitole 3.2.4. (tabulka ¢. 9). Vysledky PCR reakce
jsou zobrazeny naobr. ¢. 10, 11 a 12. Velikost produkti PCR reakce se nachazi
v oblasti 118,105 a 106 bp. Amplikony PCR reakce byly detekovany elektroforeticky na

1,8% gelu. Pozitivni kontrolou byl zvolen vzorek bakteridlni DNA L. gasseri K7
(10 ng/ul).

Z obrazki jednotlivych PCR reakci je patrné, Ze ve vyizolované bakteridlni DNA
nejsou piitomny geny pro komplementarni, aktivni a imunitni protein (obr. ¢. 10, 11 a
12). Tento fakt by odpovidal i skutecnosti, ze pfi detekci bakteriocinu gassericinu K7A
nebyla prokazana ptitomnost genti kodujicich tento bakteriocin. U negativni kontroly
nebyl detekovan viditelny pas v béhu, takze nebyl potvrzen faleSné pozitivni vzorek.
Citlivost pro danou PCR byla detekovéna do koncentrace 10 pg/ul, respektive 1 pg/ul,
100 pg/pl.



118 bp

Obr. ¢. 10: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (118 bp) specifického pro geneticky

determinant gassericinu K7A — komplementarni protein

Tabulka ¢. 22: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro geneticky determinant gassericinu

K7A — komplementarni protein na gel

. . Pritomnost
Beh Popis produktu PCR

Béh ¢. 1 RL 26P -

Béh &. 2 IM 398 (22.5. 2012) -

Béh &. 3 RL 22P (13.4. 2013) -

Béh ¢. 4 L. gasseri K7 -

Béh ¢. 5 L. sakei -

Béh &. 6 RL 2P -

Béh &. 7 RL 2 -

Béh ¢. 9 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh €. 10 Negativni kontrola -

Béh ¢&. 12 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢. 14 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 15 Citlivost (1ng/ul) ++
Béh ¢. 16 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢. 17 Citlivost (10 pg/ul) +

Béh ¢. 18 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovén, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan
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105 bp

Obr. ¢ 11: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (105 bp) pro geneticky determinant

gassericinu K7A — aktivni protein

Tabulka & 23: Schéma nanesent produktii PCR specifickych pro geneticky determinant gassericinu

K7A — aktivni protein na gel

« . Pritomnost

Beh Popis produktu PCR
Béh ¢. 1 RL 26P -
Béh & 2 IM 398 (22.5. 2012) -
Béh & 3 RL 22P (13.4. 2013) -
Béh ¢. 4 L. gasseri K7 -
Béh ¢. 5 L. sakei -
Béh ¢. 6 RL 2P -
Béh ¢. 7 RL 2 -
Béh €. 9 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢&. 10 Negativni kontrola -
Béh ¢. 12 Standard Malamité (zebticek 100 bp)
Béh ¢&. 14 Citlivost (10 ng/pl) +++
Béh ¢&. 15 Citlivost (1ng/ul) +++
Béh ¢&. 16 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢&. 17 Citlivost (10 pg/ul) ++
Béh ¢. 18 Citlivost (1 pg/ul) +

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi siln¢ detekovan



106 bp

Obr. ¢. 12: Agarozova gelova elektroforéza produktu PCR (106 bp) specifického pro geneticky
determinant gassericinu K7A — imunitni protein

Tabulka ¢. 24: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro geneticky determinant gassericinu

K7A — imunitni protein na gel

. . Pritomnost
Beh Popis produktu PCR

Béh ¢ 1 RL 26P -

Béh ¢&. 2 IM 398 (22.5. 2012) -

Béh é. 3 RL 22P (13.4. 2013) -

Béh ¢. 4 L. gasseri K7 -

Béh €. 5 L. sakei -

Béh ¢. 6 RL 2P -

Béh ¢. 7 RL 2 -

Béh &9 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢, 10 Negativni kontrola -

Béh ¢. 12 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢, 14 Citlivost (10 ng/pl) +++
Béh ¢&. 15 Citlivost (1ng/ul) ++
Béh ¢. 16 Citlivost (100 pg/ul) +

Béh ¢&. 17 Citlivost (10 pg/ul) -

Béh ¢. 18 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan
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4.3.6.2. Geneticky determinant gassericinu K7B — komplementarni, aktivni a

imunitni protein

K detekci ptitomnosti genetickych determinanti genovych klastrGi pro gassericin
K7B — komplementarni, aktivni a imunitni protein byly pouzity specifické primery pro
ptislusnou PCR reakci uvedené v kapitole 3.2.4. (tabulka ¢. 9). Vysledky jsou
zobrazeny naobr. ¢. 13, 14 a 15. Velikost produkti PCR reakce se nachazi v oblasti
105, 102 a 116 bp. Amplikony PCR reakce byly detekovany elektroforeticky na 1,8%

gelu. Pozitivni kontrolou byl zvolen vzorek bakterialni DNA L. gasseri K7 (10 ng/ul).

U gassericinu K7B — komplementérniho proteinu byl produkt PCR reakce prokézan
Vv béhu ¢. 2, 5 a 6 (obr. ¢. 13). Nejintenzivnéjsi bend byl patrny v béhu €. 5 s bakterialni
DNA L. gasseri K7. U negativni kontroly nebyl detekovan viditelny pas
v béhu, takze nebyl potvrzen fale$né pozitivni vzorek. Citlivost pro danou PCR byla

detekovéna do koncentrace 1 pg/pl.

Geneticky determinant gassericinu K7B — aktivniho proteinu byl dekovén v béhu ¢.
7 (obr. €. 14) s bakterialni DNA kmene RL 2, ktery byl zafazen do druhu L. gasseri. U
negativni kontroly nebyl detekovan viditelny pas v béhu, takZe nebyl potvrzen fale$né

pozitivni vzorek., respektive 100 pg/pl.

U gassericinu K7B — imunitniho proteinu byl produkt PCR reakce prokézan v béhu
¢. 6 a 7 (obr. ¢. 15), kde byly bendy nejintenzivngjsi. Geneticky determinant byl
detekovan u kmeni RL 2 a RL 2P, které byly zatazeny do druhu L. gasseri K7. U
negativni kontroly nebyl detekovan viditelny pas v beéhu, takze nebyl potvrzen faleSné

pozitivni vzorek. Citlivost pro danou PCR byla detekovana do koncentrace 10 pg/pl.



105 bp

Obr. ¢ 13: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (105 bp) specifického pro geneticky
determinant gassericinu K7B — komplementarni protein

Tabulka ¢. 25: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro geneticky determinant gassericinu

K7B — komplementarni protein na gel

. . Pritomnost
Beh Popis produkt PCR

Béh ¢ 1 IM 398 (22.5. 2012) -

Béh ¢&. 2 RL 26P +

Béh é. 3 RL 22P (13.4. 2013) -

Béh ¢. 4 L. sakei -

Béh ¢. 5 L. gasseri K7 +++
Béh ¢. 6 RL 2P +

Béh ¢. 7 RL 2 -

Béh &9 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢. 11 Negativni kontrola -

Béh ¢. 12 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢, 14 Citlivost (10 ng/pl) +++
Béh ¢&. 15 Citlivost (1ng/ul) +++
Béh ¢. 16 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢&. 17 Citlivost (10 pg/ul) +

Béh ¢. 18 Citlivost (1 pg/ul) +

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan
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102 bp

Obr. ¢ 14: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (102 bp) specifického pro geneticky
determinant gassericinu K7B — aktivni protein

Tabulka ¢. 26: Schéma naneseni produktii PCR specifickych pro geneticky determinant gassericinu
K7B — aktivni protein na gel

Piitomnost
produktu PCR

Béh ¢. 1 RL 26P -

Béh &. 2 IM 398 (22.5. 2012) -

Béh . 3 RL 22P (13.4. 2013) -

Béh ¢. 4 L. sakei -

Béh ¢. 5 L. gasseri K7 -

Béh &. 6 RL 2P -

Béh &. 7 RL 2 ++
Béh ¢. 9 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢. 11 Negativni kontrola -

Béh ¢&. 12 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢. 14 Citlivost (10 ng/ul) +++
Béh ¢. 15 Citlivost (1ng/ul) ++
Béh ¢. 16 Citlivost (100 pg/ul) +

Béh ¢. 17 Citlivost (10 pg/ul) -

Béh ¢. 18 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silng
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan



116 bp

Obr. ¢ 15: Agardzova gelova elektroforéza produktu PCR (116 bp) specifického pro geneticky
determinant gassericinu K7B — imunitni protein

Tabulka ¢. 27: Schéma naneseni produktiit PCR specifickych pro geneticky determinant gassericinu K7B —

imunitni protein na gel

Pritomnost
produktu PCR

Béh ¢. 1 RL 26P -

Béh &. 2 IM 398 (22.5. 2012) -

Béh & 3 RL 22P (13.4. 2013) -

Béh ¢. 4 L.gasseri K7 -

Béh ¢. 5 L.sakei -

Béh ¢. 6 RL 2P +++
Béh ¢. 7 RL 2 +++
Béh &9 Pozitivni kontrola (L. gasseri K7) +++
Béh ¢, 10 Negativni kontrola -

Béh ¢. 12 Standard Malamité (zebticek 100 bp)

Béh ¢, 14 Citlivost (10 ng/pl) +++
Béh ¢&. 15 Citlivost (1ng/ul) ++
Béh ¢. 16 Citlivost (100 pg/ul) ++
Béh ¢&. 17 Citlivost (10 pg/ul) +

Béh ¢. 18 Citlivost (1 pg/ul) -

-produkt PCR nebyl detekovan, + produkt PCR byl slabé detekovan, ++ produkt PCR byl silné
detekovan, +++ produkt PCR byl velmi silné detekovan
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4.4. Agardzovy kapkovy spot-test

U bakteridlnich kment (L. gasseri K7, RL 2, RL 2P, RL 22P, RL 26P), které by
mely produkovat antimikrobidlni latky, resp. bakteriociny, byl proveden agardzovy
kapkovy test. Postup prace pii pripravé bakterialnich kapek a jeho samotné provedeni je

popséano v kapitole 3.2.6.

Po pieliti bakterialnich spot indikatorovym kmenem (L. sakei), doslo k vytvoteni
inhibi¢nich z6n u vSech testovanych bakteridlnich kmend. Jako modelové ukazky byly
vybrany kmeny L. gasseri K7 a RL 26P (obr. ¢. 16 a 18). Ke vzniklym inhibi¢nim
zoénam byly piikapavany enzymy proteindza K (10 mg/ml) a trypsin (10 mg/ml) pro
potvrzeni, ze vyprodukované bakteriociny jsou bilkovinné povahy. Enzymy byly
prikapnuty k okraji inhibi¢ni zoény a jejich naslednym uéinkem méla byt tato zona
zizena. K slabému zGzeni inhibi¢nich zén doSlo po piikapnuti enzymi u vsech
testovacich kment. Mizeme tedy fici, Ze bakteriociny produkované vybranymi kmeny
maji bilkovinny charakter. Jako modeloveé ukazky vysledki kapkového testu byly
vybrany kmeny L. gasseri K7 a RL 26P (obr. ¢. 17 a 19).

Kapky
testovaného
kmene

Obr. ¢. 16 : Testovany kmen L. gasseri K7 — vytvorent inhibi¢nich zén



Pfipipetovany
enzym trypsin

Ptipipetovany
enzym
proteinaza K

bt y

Obr. ¢ 17 : Testovany kmen L. gasseri K7 — ziiZeni inhibic¢nich zon v diisledku aplikace enzymii

Kapky
testovaného
kmene

Obr. ¢. 18: Testovany kmen RL 26P — vytvoreni inhibicnich zon

Ptipipetovany
enzym trypsin

Ptipipetovany
enzym
proteinaza K

Obr. ¢. 19: Testovany kmen 26P — ziizent inhibicnich zon v diisledku aplikace enzymii
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4.5. Specifita primeri

Bioinformaticka analyza nukleotidovych sekvenci byla provedena pomoci programu
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), ktery je dostupny na webovych strankéch:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome

Porovnavanim jednotlivych nukleotidovych sekvenci se zjistovala specificnost a
nespecifi¢nost pouzitych primerd pii specifickych PCR reakcich (kapitola 3.2.4.,
tabulka ¢. 3).

Tabulka ¢ 28: Primery specifické pro L. plantarum:

Primery Sekvence (5" — 3") Reference
Lfpr GCCGCCTAAGGTGGGACAGAT
Plan Il TTACCTAACGGTAAATGCGA (Walter et al. 2000)

Lactobacillus plantarum kmen LZ95, kompletni genom

Lactobacillus plantarum kmen 5-2, kompletni genom

Tabulka ¢. 29: Primery specifické pro L. gasseri:

Primery Sekvence (5" — 3") Reference

Gas | GAGTGCGAGAGCACTAAAG
Gas Il cTaTTTcAAGTTGAGCcccTer | (Walter etal. 2000)

Lactobacillus gasseri kmen 130918, kompletni genom
Lactobacillus gasseri kmen ATCC 33323, kompletni genom

Vlozenim nukleotidovych sekvenci primerti pouzitych pii zatazovani jednotlivych
bakterialnich kmenti do druhii rodu Lactobacillus bylo potvrzeno, Ze tyto primery jsou

specifické pro dany mikroorganismus.



5. ZAVERECNE SHRNUTI

Bakterie mlé¢ného kvaSeni jsou velmi vyznamnou souéasti nékterych potravinovych
vyrobkll. Produkci antimikrobidlnich latek nachazi uplatnéni, jak jiz bylo zminéno,
V potravinaiském pramyslu, kdy se vyuzivaji jednak k prodlouzeni Zivotnosti potravin a
dale je to ochrana pied vlivy nezadoucich patogennich mikroorganismu. V poslednich
letech se do poptedi dostava vyuziti antimikrobialnich latek, respektive bakteriocind pro
aktivni baleni potravin. Dulezité misto nachéazeji bakteriociny i ve farmaceutickém

primyslu, jelikoz se jednd o moznou nahradu za antibiotika.

Bakteriociny jsou velmi rozmanitou skupinou latek a pro jejich plné vyuziti je nutné

uskutecnit dalsi studie a testovani.

Byly testovany celkem 4 bakterialni kmeny. Prvni ¢ast této diplomové prace byla
zamétena na charakterizaci a druhovou identifikaci rodu Lactobacillus. ldentifikace
probihala pomoci specifické PCR pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhoveé
zafazeni. VySe zminénd metoda prokédzala, Ze jeden kmen byl identifikovan jako
L. plantarum, zbylé tii kmeny jako L. gasseri. VSechny testované kmeny byly tedy

identifikovany a zafazeny do druhd.

Amplifikovana bakterialni DNA byla dale pomoci specifickych primert pouzita na
detekci gent kodujicich produkci bakteriocinli (gassericin K7A, gassericin K7B
a gassericin T). Byla potvrzena produkce gassericinu K7B a gassericinu T u kment
L. gasseri K7, RL 2, RL 2P, RL 22P a RL 26P. Produkce gassericinu A nebyla

prokdzana u Zadného z testovanych kmend.

Tabulka ¢. 30: Druhové zarazeni a produkce bakteriocinii u testovanych bakterialnich kmenii

Testované kmeny | Druhové zarazeni Produkce bakteriocint
RL 2 L. gasseri gassericin K7B a gassericin T
RL 2P L. gasseri gassericin K7B a gassericin T
RL 22P L. gasseri gassericin K7B a gassericin T
RL 26P L. plantarum gassericin K7B a gassericin T

Dalsi cast této prace byla zaméfena na detekci genetickych determinanti gassericinu
K7A a gassericinu K7B. U obou gassericini byl testovan komplementarni, aktivni a
imunitni protein. Vzhledem ktomu, Ze nebyla prokazana produkce bakteriocinu
gassericinu K7A, tak ani PCR specifickd pro geneticky determinant toho bakteriocinu

neprokazala jeho pifitomnost. Gassericin K7B — komplementérni protein byl prokazéan u
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kment L. gasseri K7, RL 2P a RL 26P. Aktivni protein byl detekovan pouze u kmene
RL 2 a imunitni protein u kment RL 2 a RL 2P.

Pro potvrzeni produkce antimikrobidlnich latek byla zvolena i mikrobiologicka
metoda, tzv. agar6zovy kapkovy spot-test. Indikatorovym kmenem byl L. sakei IM 398.
Testovani probéhlo u kmenu L. gasseri K7, RL 2, RL 2P, RL 22P a RL 26P. U vsech
téchto kmenii byla prokdzdna produkce antimikrobidlnich latek. S vyuzitim enzymi
(trypsin a proteinaza K) se zjist'ovalo, zda se jedna o antimikrobialni latky bilkovinného
puvodu. Enzymy byly pfipipetovany k vytvofenym inhibicnim zénam a v tomto misté
doslo i k jejich zazeni (jedna se tedy o antimikrobialni latky bilkovinné povahy).

V posledni ¢asti této prace byla zjisStovana specificnost a nespecifi¢nost primerti
pouzitych pii druhové identifikaci. Pomoci programu Primer-BLAST byla potvrzena

specifi¢nost pfislusnych primeri pro dany mikroorganismus.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

BMK bakterie mlééného kvaSeni
GIT gastrointestinalni trakt
GRAS (Generally Recognized As Safe) vSeobecné¢ povazovany za
bezpecné
PCR polymerazova fetézova reakce
ROS (Reactive Oxygen Species) volné radikaly
PK pozitivni kontrola
NK negativni kontrola
WHO (World Health Organization) Svétové zdravotnickd organizace
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool)
CCM Czech Collection of Microorganisms
Clz smés chloroformu a izoamylalkoholu
SDS (sodium dodecyl sulphate) dodecylsulfat sodny
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
MRS de Mann, Rogosa a Sharpe medium
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8. PRILOHA
Postup prace pii zjistovani specifi¢nosti primerti v programu Primer-BLAST:

1. Do vyhledavace zadat webovou adresu: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/

@awmerdesignmg(nm x = E

& c L2Jwvnchinim nib.gov/tools/primer-biast ¢ 0

=D PrimerBLAST -

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

Reset page Save search Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @ Clear Range
From To
2 Forward primer

) Reverse primer

m

Or, upload FASTA file Vybrat soubor | Soubor nevybran

Primer Parameters

Use my own forward primer -
(5>3" on plus strand) e

Use my own reverse primer _ 3
(5>3' on minus strand) @ ear .

Min Max
PCR product size 70 1000 I
#of primers to return 0
Min opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 7.0 60.0 630 3 @
(Tm) B

Exonfintron selection Arefseq MRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &

Exon junction span No preference =@
Exon junction match Exonat5'side Exonat3' side
7 4
Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5'or 3'side of the junction
Intron inclusion [T Primer pair must be separated by atleast one intron on the corresponding genomic DNA @
Intron length range Min Max
1000 1000000 | @ -

2. Pti ovéfovani jiz navrzenych primerd neni potfeba vyplnovani sekvence (pozn.:
Vv ptipad€ tvorby navrhi novych primerd, vSak sekvenci vypliujeme — naptiklad ve

FASTA formétu)

3. Vlozit sekvenci primera ve sméru 5" — 3

X

® .ncbi.nlm nih.gov/tools/primer-bla o Q@ O

7 4 a
Minimal number of bases that must anneal to exons atthe 5'or 3'side of the junction g

Intron inclusion =] Primer pair must be separated by atleast one intron on the corresponding genomic DNA g
Intron length range Min Max
1000 1000000 | g

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR: template )

Search mode Automatic E (7] 4

Database Refseq mRNA e '

Exclusion [ Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR ple!ix}Ll Exclude i sample [*]

Organism Homo sapiens
Enter an organism name (or organism group name suchas =~ * ° +ag, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. i)
Add more organisms 5

Entrez query (optional) ™ *

Primer specificity stringency | primer must have at least 2[r] total mismatches to unintended targets, including
at least ZE mismatches within the last | 5 E bps at the 3' end. @

Ignore targets that have SE or more mismatches to the primer. g

Max target size 000 e
Splice variant handling [ Allow primer to amplify MRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) @)
’ Get Primers | [T Show resuits in & new window [¥] Use new graphic view (@) 6

- Advanced parameters

4. 'V databazich — vybrat polozku nr



5. Vybrat cilovy organismus — napiiklad Lactobacillus gasseri,...

6. Odkliknout policko Get Primers
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