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ABSTRAKT

Bakterie rodu Lactobacillus jsou soucasti stfevni mikroflory, jejiz slozeni ovliviiuje zdravotni
stav hostitele. Vzhledem k tomu, Ze u nékterych druht Lactobacillus byly prokazany klinické
ucinky (napt. posileni imunitniho systému, prevence prijmovych onemocnéni a dalsi), jsou
laktobacily cCasto pouzivany k pfipravé fermentovanych mléénych vyrobkll nebo
farmakologickych preparatt.

Pro identifikaci bakterii rodu Lactobacillus v mléénych vyrobcich byla vyvinuta metoda PCR,
které je zalozena na amplifikaci fragmentu DNA ptedstavujici oblast mezi geny kodujici 16S
a 23S rRNA.

Celkova DNA izolovand metodou fenolovou extrakce z vyrobku Actimel Natur byla v této
praci amplifikovana rodove specifickou PCR. Detekci specifického PCR produktu byla
prokazana ptitomnost bakterii rodu Lactobacillus ve vyrobku. Provedenim druhové specifické
PCR byla ve vyrobku Actimel Natur detekovdna piitomnost probiotického druhu
Lactobacillus casei (ve vyrobku Actimel Natur) v mnozstvi, které se ptiblizn¢ shodovalo
s deklarovanym udajem.

ABSTRACT

The genus Lactobacillus is part of intestinal microbiota which constitution plays important
role in health and well-being of the host. Probiotic properties of lactobacili have been studied
in lot of studies and clinical effects (immune enhancement, prevention of diarrhoeal disease
etc.) of some probiotic species have been documented. Therefore bacteria of genus
Lactobacillus are used in the production of fermented dairy products and probiotic
preparations.

PCR method based on amplification of 16S — 23S rRNA intergenic spacer regions was
developed for identification of Lactobacillus species presented in dairy products.

Whole DNA obtained by phenol extraction from dairy product Actimel Natur was used in this
work as template for PCR. Purified DNA was amplificated by genus-specific PCR. Bacteria
of genus Lactobacilllus were detected due to the detection of specific PCR product. Using

species-specific PCR probiotic species Lactobacillus casei was detected in the Actimel Natur
in quantity that approximately corresponded to declared amounts.

KLiCOVA SLOVA
rod Lactobacillus, probiotika, identifikace, rodové specificka PCR, druhoveé specificka PCR
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1 UVOD

Mikroflora GIT ptedstavuje vysoce slozity ekosystém, piicemz soucasné znalosti o tomto
ekosystému jsou stale omezené. Uvadi se, Ze povrch GIT je velky asi 150 — 200 m>. Je to
obrovsky prostor pro interakci bun¢k béhem traveni a pro adhezi bun¢k ke sténé mukoézy i pro
kolonizaci, kterd ji provazi. GIT u dospé&lych lidi obsahuje asi 10" Zivych bakterialnich
bunck. Vyznam téchto bakterii se dlouho opomijel a zajem se soustfed’'oval pouze na stfevni
patogenni mikroorganismy a jiné faktory souvisejici se stfevnimi obtizemi [1]. Diky
pfemnozeni patogenli vznikaji akutni prijmova onemocnéni, zanétlivda onemocnéni stfev
(napt. Crohnova choroba) nebo rakovina tlustého streva [2].

Gastrointestinalni mikroflora ma vyznamny vliv na zdravotni stav ¢lovéka. Neposkozeny
sttevni epitel snormdlni stfevni mikroflérou ptedstavuje bariéru pro patogenni
mikroorganismy, antigeny a jiné Skodlivé latky z lumenu. U zdravych jedinct je tato bariéra
pevna, zajistuje ochranu hostitele a umoziiuje normalni funkci stfeva a imunologickou
odolnost. Krom¢ bariérové funkce se sttevni mukédza podili na imunitni odezvé. Stievni
mikrofléra sama o sobé je nezbytnd pro aktivaci mukoézni imunity a amplifikaci
imunokompetentnich bun¢k [1].

Béhem poslednich let je vénovano znacné usili zlepSeni zdravotniho stavu populace modulaci
sttevni mikroflory hostitele prostfednictvim zivych mikroorganismd, které jsou oznaovany
jako probiotika. Probiotika lze definovat jako monokultury nebo smésné kultury Zivych
mikroorganismu, které prospésné ovliviuji hostitele zlepSenim stavu jeho vlastni mikroflory
[1]. Do GI traktu se dostavaji spolu s potravou.

Vzristajici zdjem o zdravy Zivotni styl vede k vyuzivani probiotik v celé fadé mlécnych
vyrobkili a potravinarskych doplnkt. Bakterie rodu Lactobacillus jsou skupinou téch
nejvyuzivangjSich. Vyuzivani probiotickych druhli laktobacilii vyZaduje jejich jednoznacnou
charakteristiku a identifikaci. K tomu se vyuzivaji pfedev§im moderni molekularn¢ genetické
metody [3].



2 TEORETICKA CAST

2.1 Bakterie rodu Lactobacillus

Nazev Lactobacillus byl odvozen z latinského slova lac = mléko, protoZe zastupci tohoto rodu
jsou schopni zkvaSovat cukry na kyselinu mléénou [4].

Poprvé byl tento rod popsan uz v roce 1901 (Beijenrinck). Zastupci rodu byli rozdéleni do
skupin podle fenotypovych vlastnosti: podle ristového teplotniho optima a nasledné podle
zpusobu zkvaSovani hexos (Orla-Jensen, 1919). S vyvojem molekuldrni biologie doslo
k reorganizaci taxonomie. Identifikace novych zéastupct rodu Lactobacillus je zaloZena na
analyze 16S rRNA [5]. Nedavné vyzkumy vychézejici z analyzy 16S rRNA vedly k zatazeni
ur¢ité skupiny heterofermentativnich laktobacild do nového rodu Carnobacterium [6].

Fylogeneticky strom zastupcti rodu Lactobacillus, u nichz je znama sekvence genu pro 16S
rRNA, je uveden na Obr. 1.
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Obr. 1: Fylogeneticky strom Zésfﬁpéﬁ rodu Lactobacillus (4]



Lactobacily jsou velmi riznorodou skupinou bakterii, coZ 1ze dokazat obsahem C+G v DNA
riznych druhti, ktery se pohybuje mezi 33 — 55 % [7]. Podle Bergeyho manualu (Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology 2001) patfi rod Lactobacillus do skupiny
grampozitivnich, nesporulujicich ty¢inek. Zastupci rodu jsou nepohyblivi, chemoorganotrofni,
z hlediska naroku na kyslik jsou povazovany za mikroaerofilni, fakultativn€ aerobni ¢i
striktné anaerobni. Laktobacily béZné rostou na vzduchu, ale lepsich vysledki pii kultivaci Ize
dosédhnout v atmosféfe, ktera je obohacena o oxid uhli¢ity [4]. VSeobecné jsou povaZzovany za
acidotolerantni az acidofilni [7]. Optimalni teplota pro rast vétSiny druhti rodu Lactobacillus
se pohybuje mezi 37 — 40 °C. Laktobacily jsou pomérn¢ narocné na ristové latky. K jejich
pestovani in vitro se pouziva tekutd nebo pevna pida, zejména MRS medium nebo agarova
puda podle Rogosy [4]. Morfologie bun€k druhu Lactobacillus casei a Lactobacillus
bulgaricus je uvedena na obr. 2, 3 [8].

Obr. 2: Lactobacillus casei Obr. 3: Lactobacillus bulgaricus
2.1.1 Metabolismus

Laktobacily jsou metabolicky na hranici mezi aerobnim a anaerobnim zptisobem Zzivotem.
Energii ziskavaji fermentaci sacharidi, za vyuziti jedné z dvou moZznych metabolickych drah,
za vzniku kyseliny mlécné. Na zdklad¢é téchto znalosti jsou laktobacily v soucasné dobé
rozdeleny do tii skupin [6]:

- obligatné¢ homofermentativni

- fakultativné heterofermentativni

- obligatn¢ heterofermentativni

U obligatné¢ homofermentativnich laktobacili se fermentace hexéz uskutecniuje podle
Embden-Meyerhofovy metabolické drahy, kdy dochdzi k preméné hexdézy skoro vyluéné na
kyselinu mlé¢nou (>90%). Pentézy a glukonaty nefermentuji. Mezi zastupce této skupiny
patfi napt. druhy L. acidophilus nebo L. delbrueckii ssp. bulgaricus [7].

Fakultativné heterofermentativni laktobacily fermentuji hex6ézu na kyselinu mlécnou jako
jediny produkt, pokud je koncentrace hexdzy v prostfedi dostatecnd. S poklesem koncentrace
se homofermentativni drdha méni na heterofermentativni a dochéazi k produkci i dalSich
metabolitl a to CO,, etanolu a kyseliny octové. U vétSiny zastupcl tohoto kvaseni schazeji
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zékladni enzymy glykolytické drahy (aldolaza a tri6zofosfatizomeraza). Pocatecni Stépeni
hex6z probiha proto u nich po tzv. hex6zomonofosfatové draze, tj. pres gluk6zo-6-P a 6-P-
glukonat, které jsou dale odbouravany na glyceraldehyd-P a acetyl-P. Glyceraldehyd-P
vstupuje do dalSich fazi glykolytické drahy a acetyl-P je ptes acetaldehyd redukovan na
etanol. Zastupci mohou odbouravat i pentdozy pomoci indukovatelné fosfoketolazy. Tato
skupina zahrnuje napt. druhy L. casei nebo L. plantarum [6], [7].

U obligatné¢ heterofermentativnich laktobacili probihd fermentace hex6z na kyselinu
mlécnou, etanol (kyselinu octovou) a CO,. Pentézy fermentuji na kyselinu mlé¢nou a
kyselinu octovou. Zastupci jsou napt. druhy L. reuteri nebo L. brevis [7].

Mikroorganismy, trvale usidlené v tlustém stieveé, fermentuji latky ptijaté potravou, které
projdou nestravené tenkym stievem. Jednd se o odolné Skroby, neskrobové polysacharidy
(dietni vlakninu), oligosacharidy, proteiny a podobné. U dospélého jedince se denné dostane
do tlustého stfeva primérné 60-80 g potravy, kterd je CasteCné fermentovéna na kyselinu
mlécnou a te€kaveé estery mastnych kyselin, pfevazné na acetat, propionat, butyrat, dale na oxid
uhlic¢ity, vodik, metan, fenolické slouceniny, aminy a amoniak [9].

2.1.2 Laktobacily a zdravi

Zastupci rodu Lactobacillus preferuji prostfedi bohaté na sacharidy. Takovym prostfedim je i
povrch mukoéznich membran v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka. U zdravého jedince jsou
laktobacily sou&asti piirozené mikroflory. Vyskytuji se v duting ustni (10°-10* cfu/g), v ileu
(10°-107 cfu/g), v tlustém stievé (10*-10% cfu/g) a ve vaging [5]. PiestoZe jsou zastupci rodu
Lactobacillus tazeny do skupiny mikroorganismi tzv. obecné povaZovanych za bezpecné
(GRAS) [10], byly v literatute uvedeny néckter¢ druhy jako pivodci novorozeneckych
meningitid, abscesil, pleuropulmonarnich infekci a bakteriémii. Patogenita se projevuje jen
vzacné a ¢asto u jedinci s oslabenou imunitou [11].

U Zen tvoii laktobacily ptrevaZznou slozku poSevni mikroflory a jsou nejvyznamnéjsSim prvkem
branicim ascendentnimu pronikani infekce do délohy. Nejcastéji jde o druh Lactobacillus
acidophilus (diive v klinice nazyvany Ddderleiniiv bacil). Tyto bakterie utilizuji glykogen,
ktery se uvoliiuje zrozpadajicich se epitelii, za vzniku kyseliny mlécné. Vzniklé kyselé
prostiedi (hodnota pH se pohybuje kolem 4,5) brani usidleni patogennich a potencialné
patogennich organismu v pochvé [11].

Pfirozena mikroflora v Gl-traktu pfispiva nejen ke spravnému fungovani metabolismu, ale
také k fadnym imunitnim reakcim ¢lovéka. Stav mikrofléry a tedy i zdravotni stav jedince
(hostitele) 1ze ovlivnit pouzivanim probiotik a prebiotik [12].

2.1.2.1 Probiotika a pozadavky na probiotika

Probiotikum je dopln€k stravy obsahujici zivé mikroorganismy, které prospé$né ovliviiuji
zdravi hostitele tim, ze udrzuji nebo zlepSuji mikrobidlni rovnovéhu v gastrointestinalnim
traktu. Mikroorganismy pouzivané jako probiotikum musi spliiovat fadu parametra, které se

tykaji jejich bezpecnosti, funk¢nosti, ale i technologickych vlastnosti [13]:
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- nesmi byt patogenni, mutagenni nebo karcinogenni [14],

- méli by se pfirozené vyskytovat v travicim traktu zdravého jedince [2],

- musi byt odolné vici zaludecnim kyselindm a zlu¢i (nesmi byt béhem prichodu
travicim traktem poskozeny nebo zniceny) [15],

- musi byt schopny kolonizovat tlusté stievo, ptipadn¢ adherovat k epitelidlnim buiikam
GIT [12],

- musi mit klinicky ovéfeny pozitivni vliv na hostitele [12],

- nesmi obsahovat geny rezistence k antibiotikiim, které by mohly byt pfeneseny do
jinych bunék [14],

- musi byt bezpecné pro klinické a potravinaiské ucely [13],

- dale jsou pozadovany dobré technologické vlastnosti kmene (stabilita béhem
uchovavani, rezistence vuci fagim, stabilita béhem vlastni vyroby vyrobku a jeho
skladovéani, moznost kultivace ve velkém méfitku bez negativniho vlivu na viini a
chut’ vyrobku) [13].

vvvvvv

Pokud je mikroorganismus schopen setrvat delsi dobu v GIT, miiZze se vyrazné projevit jeho
pozitivni vliv na hostitele [14]. Adheze k sliznici byva bud’ nespecifickad, ktera je zalozena na
chemicko-fyzikalnich interakcich, nebo specifickd, kterd souvisi s interakci receptorovych
molekul na povrchu stfevni sliznice a adheznich molekul na povrchu probiotického
mikroorganismu. Kolonizace tlustého stfeva a ovlivnéni stfevni mikroflory mize byt jen
docasné (v zavislosti na bakteridlnim druhu). Probiotika byvaji detekovany ve fekaliich jeste
po nékolika dnech aZ tydnech po ukonceni jejich poZivani v potravinach, ale jejich pocet
s Casem postupné klesa [2]. Kolonizace stfevni mukozy hostitele je samoziejmé ovlivnéna
fadou faktorti napf. stravou nebo uzivanim antibiotik. Rezistence k antibiotikiim je faktorem,
ktery ma vliv na vybér probiotickych kultur. Bakterie rodu Lactobacillus jsou rezistentni vici
klinicky vyznamnym B-laktamovym antibiotikiim (penicilin a ampicilin), ciprofloxacinu,
streptomycinu = nebo  vancomycinu. Naopak  laktobacily  jsou  citlivé  k
trimethoprimu/sulfamethoxazolu nebo tetracyklinu [10].

2.1.2.2 Probiotické laktobacily

Vrodu Lactobacillus bylo popsano vice nez 120 druhl. Jenom nékteré znich jsou
povazovany za probiotické. Mezi probiotika jsou v souc¢asné dob¢ fazeny zejména tyto druhy
rodu Lactobacillus:

- Lactobacillus acidophilus

- Lactobacillus casei

- Lactobacillus reuteri

- Lactobacillus rhamnosus

- Lactobacillus plantarum

- Lactobacillus brevis

- Lactobacillus johnsoni

- Lactobacillus lactis

- Lactobacillus paracasei

- Lactobacillus salivarius
Casto je zafazovan i Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, piestoze tento druh nepieziva

11


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Trimethoprim&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Sulfamethoxazol&action=edit&redlink=1

priachod horni Casti gastrointestindlniho traktu [7], [14], [15]. Z vyjmenovanych laktobacila
jsou jako probiotika, které lze pridavat do potravin, komeréné dostupné pouze nékteré kmeny
[15]. Tyto kmeny jsou shrnuty v Tab. 1.

24

Kmen Vyrobce

L. acidophilus NCFM Rhodia Inc.

L. acidophilus DDS-1 Nebraska Cultures

L. acidophilus SBT-2062 Snow Brand Milk Products
L. acidophilus LA-1/LA-5 Chr. Hansen

L. casei Shirota Yakult

L. casei Immunitas Danone

L. fermentum RC-14 Urex Biotech

L. johnsonii Lal/Ljl Nestlé

L. plantarum Probi AB

L. reuteri SD 2112/MM2 Biogaia

L. rhamnosus GG Valio

L. rhamnosus GR-1 Urex Biotech

L. rhamnosus 271 Probi AB

L. rhamnosus LB 21 Essum AB

L. salivarius UCC 118 Univesity College Cork
L. lactis L 1A Essum AB

2.1.2.3 U&inek probiotik

Probiotika se vyznacuji celou fadou zdravi prospéSnych vlastnosti. Mohou chranit hostitelsky
organismus pred infekci patogennimi bakteriemi. Uginek probiotik spodiva v kompetici
s patogeny o ziviny, v adhezi k stfevnimu epitelu a redukci pH v zazivacim traktu hostitele.
Vétsina probiotik syntetizuje bakteriocidni peptidy nebo latky (organické slou¢eniny, peroxid
vodiku), které mohou zabranit mnozeni patogennich mikroorganismi. Probiotika ovliviiuji
tvorbu hlenu, vstiebavani v GIT a eliminaci toxinli produkovanych patogeny [12]. Takto
inhibuji G¢inek napt. patogennich druht Clostridium difficile, Helicobacter pylori a Listeria
monocytogenes [13].

Probiotické mikroorganismy mohou také pusobit proti vzniku rakoviny. Jsou schopny
inhibovat karcinogeny rtiznymi mechanismy: adsorpci karcinogennich latek ¢i produkci
enzyml nebo dalSich latek degradujici karcinogeny [12]. Jejich pfitomnost v GIT snizuje
aktivitu fekalnich enzyml pfeménujicich prekarcinogeny na karcinogeny (azoreduktdza, f3-
glukoronidaza) a zkracuje dobu prichodu fekalii sttevem [15]. Kromé& toho probiotika
produkuji latky prospésné pro hostitele jako thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, folacin
nebo vitamin Bj, [2]. Zmirfuji pribéh fady prijmovych onemocnéni (vyvolané uZivanim
antibiotik nebo virového piivodu) a zacpy. Pouzivaji se také jako prevence téchto onemocnéni
[10]. V Tab. 2 je shrnuta fada doposud zaznamenanych klinickych ucinki vyznamnych
probiotickych kment a jogurtovych kultur.

12



Tab. 2 Klinické uinky vybranych probiotickych kmenta Lactobacillus [14]

Kmen

Klinicky ucinek

Lactobacillus johnsonii Lal/Ljl

Lactobacillus casei Shirota

Lactobacillus rhamnosus GG

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus reuteri (Biogaia)

udrzovani stfevni mikroflory, zlepSeni imunity,
adjuvant  pifi  1éCbé  onemocnéni  vyvolané
Helicobacter pylori

udrzovani stfevni mikrofléry, snizeni aktivity
fekalnich enzymt, pozitivni vliv na pribéh rakoviny
mocového méchyie

snizeni aktivity fekalnich enzymi, lécba prijmui
vyvolanych uzivanim antibiotik u déti, 1écba a
prevence akutnich prijmid a prijmi vyvolanych
rotavirem u déti, 1écba prijml bakteridlniho ptivodu
(Clostridium difficile), zmirnéni symptomu atopické
dermatitidy u déti

udrzovani  stievni mikroflory, sniZzeni obsahu
fekalnich mastnych kyselin

lécba  akutnich prijmd a prijma vyvolanych
rotavirem u déti, bezpe¢ny a dobfe pfijimany HIV
pozitivnimi jedinci

2.1.2.3.1 Bakteriociny

Baktriociny jsou slouceniny peptidické povahy produkované nékterymi bakteriemi napf.
bakteriemi mlécného kvaSeni (majici dlouhou historii v ptipravé fermentovanych potravin),
které vykazuji antimikrobidlni vlastnosti. Podle FAD (Food and Drug Administration) se
jedna o latky bezpecné pro potravinaiské ucely. Bakteriociny lze rozdé€lit do dvou zakladnich
skupin a to na bakteriociny produkované grampozitivnimi (napt. Lactobacillus acidophilus) a
gramnegativnimi bakteriemi (napt. E. coli) [16].

Bakteriociny produkované bakteriemi mlécného kvaSeni jsou oznaCovany jako lantibiotika.
V potravinaiském primyslu nachéazeji tyto latky vyuziti napf. jako nahrada chemickych
konzervacnich latek pfi vyrobé potravin se zvySenou trvanlivosti. V Tab. 3 jsou shrnuty
bakteriociny produkované probiotickymi laktobacily [16].
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Tab. 3 Bakteriociny produkované probiotickymi druhy rodu Lactobacillus [17]
Produkéni

. . Bakteriocin Inhibovany mikroorganismus
mikroorganismus
Listeria innocua, Listeria grayi, Listeria
Brevicin 286 monocytogenes, Streptococcus thermophilus,
Lactgbaczllus Lactobacillus ssp., Enterococcus faecalis,
brevis Enterococcus faecium
Brevicin 37 Lactobacillus ssp., Leuconostoc ssp., Pediococcus ssp.
Enterococcus faecalis, Lactobacillus helveticus, L.
Lactobacillus ) fermentum,
. . Lactacin B . . . . ..
acidophilus Lactobacillus casei, Lactobacillus leichmanii,

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
Lactobacillus ssp., Leuconostoc ssp., Pediococcus ssp.,

Plantaricin A

Enterococcus faecalis
Lactobacillus .. Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Plantaricin B i
plantarum Pediococcus damnosus

Lactobacillus ssp., Leuconostoc ssp., Pediococcus ssp.,

Plantaricin S
Lactococcus ssp.

2.1.2.4 Prebiotika

Stav stfevni mikroflory je mozné zlepSit pouZivanim prebiotik. Prebiotika jsou nestravitelné
slozky potravy, které selektivné stimuluji rist a/nebo aktivitu bakterii kolonizujicich tlusté
sttevo [13]. Zahrnuji hlavné oligosacharidy (xylo-, gluko-, isomalto-, fruktooligosacharidy)
nebo laktulosu. U zdravého jedince by prebiotika méla tvofit v potraveé asi 10% energetického
piijmu a az 20% celkové piijmu [12]. Potraviny obsahujici smés prebiotik a probiotik, které
vzajemn¢ ovliviiuji stfevni mikrofloru, se oznacuji jako synbiotika. Prebiotika mohou do
ur¢ité miry chranit probiotika obsaZena v potravinach béhem vyroby a skladovani potravin
nebo pii prichodu GIT [13].

2.1.3 Vyuziti rodu Lactobacillus v potravinarstvi

Diky bakteridlnimu antagonismu naSli zastupci rodu Lactobacillus Siroké uplatnéni
v potravinaiském primyslu. Vyznamnd je antimikrobidlni aktivita hlavné vUci
gramnegativnim bakteriim (vCetn¢ lidskych patogent) [10]. Inhibi¢né na jiné mikroorganismy
pusobi hlavné latky uvolnované laktobacily do prostiedi. Jedna se o produkci:

- kyseliny mlééné nebo kyseliny octové (vzniklé kyselé prostfedi pak brani ristu a

roz§ifeni mén¢ acidotolerantnich mikroorganismil),
- peroxidu vodiku (pouze za ptitomnosti kysliku),
- bakterocint (viz. vySe kapitola 2.1.2.3.1) [6].

Neopomenutelné je vyuziti bakterii rodu Lactobacillus v mlékarenském pramyslu.
2.1.3.1 Termofilni syraiské zakysové kultury

Uloha termofilnich zakysovych baktérii, s optimalni teplotou riistu v rozmezi 40 az 45 °C, pfi
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vyrob¢ syrii je fermentovani laktézy na kyselinu mlécnou a uplatnéni jejich proteolytické
aktivity. Mezi bakterie zdkysovych kultur jsou tfazeny druhy Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis, Lactobacillus helveticus, Casto je zafazovan i
druh Lactobacillus casei, ptestoze jeho optimalni teplota ristu je 30 °C [7].

2.1.3.2 Termofilni jogurtové kultury

Pii vyrobé jogurti nebo jogurtovych ndpoji se vyuziva bakterii druhu Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus a Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, které maji
symbioticky vztah a spolu se vyznacuji rychlou tvorbou kyseliny mlécné. Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus diky své vysoké proteolytické aktivit¢ stimuluje rust
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, ktery ma jen malou schopnost hydrolyzovat
bilkoviny. Streptococcus salivarius ssp. thermophilus tvorbou kyseliny mravenc¢i naopak
stimuluje metabolismus Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus [7].

2.2 Identifikace probiotickych laktobacili pomoci PCR

vvvvvv

biologii. Divodem je relativni jednoduchost jejiho provedeni. Koncept PCR byl navrhnut
Kary Mullisem, ktery za néj ziskal Nobelovu cenu [18]. Jedna se o enzymatickou amplifikaci
DNA in vitro o syntézu mnoha kopii vybrané sekvence templatové DNA v cyklické reakci
s vyuZzitim termostabilni DNA polymerazy [19].

Pro klasickou PCR je nutné znat nukleotidovou sekvenci fragmentu amplifikované DNA. Na
zéakladé této informace je mozné chemicky nasyntetizovat primery, které jsou komplementarni
k 3" a k 5'-koncovym sekvencim tiseku DNA, ktery ma byt zmnoZen [18]. Od 3" koncii téchto
dvou primert, pak dochazi k syntéze novych vlaken DNA [20]. Jednotlivé kroky amplifikace
zahrnuji  denaturaci DNA, nasednuti (hybridizaci) primeri a syntézu novych
komplementarnich vlaken DNA polymerazou. Opakovani téchto kroka vede k syntéze PCR
produktli (fragmentti DNA) s konci definovanymi primery, které tvoti hlavni produkt reakce
(amplikon). Dochézi k syntéze 1 jinych fragment(, ale jejich mnoZstvi se v pribéhu reakce
snizuje a v koneéném produktu tvofi zanedbatelné mnozstvi [21].

Pro PCR jsou potiebné tyto komponenty:
- DNA templat
- dva oligonukleotidové primery
- termostabilni DNA polymeraza
- smés dNTP
- vhodny pufr obsahujici Mg*"

2.2.1 Praubéh PCR
Jeden cyklus PCR se sklada ze tii kroka (schematicky zobrazenych na obr. 3) o definované

teploté a Casu:
1. Denaturace dvouvlaknového DNA templatu (DNA matrice) je dosazeno zvySenim teploty
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na 95 °C (je tolerovano rozpéti 92 — 98 °C), po dobu 0,5 — 1 minuty [19].

2. Snizeni teploty na 50 — 65 °C umozni nasednuti primerti na komplementarni sekvence na
matricové DNA. Piesné urceni teploty hybridizace je kritickym bodem PCR, protoze na ném
zavisi specifita reakce. Jestlize je teplota pfili§ vysoka, nemusi k syntéze amplikonu viibec
dojit. Pokud je vSak teplota ptiliS nizka, vznikaji nespecificky sparované primery a DNA
templat, pficemz ne vSechny bdze vytvoii spravné, stabilni pary [20]. Obecné plati, ze
hybridizace probiha za teploty o 10 az 12 °C niz8i nez je denaturacni teplota duplexu
tepmlatové DNA s primerem [22]. Tento krok trva obvykle 0,5 — 1 minutu.

3. Po zvySeni teploty na 60 — 72 °C probiha vlastni polymeracni reakce a to syntéza
komplementarntho DNA vldkna katalyzovand termostabilni DNA polymerazou. Pro
fragmenty do 1 kb trva tento krok 0,5 — 2 minuty [19].

Cykly PCR se mnohokrat opakuji, zpravidla se jedna 30 — 40 cykli. Primery na antiparalelni
templatova vldkna DNA nasedaji v protismérné orientaci, takze po opakovanych cyklech
denaturace, nasednuti primerti a syntéze komplementarniho DNA vldkna vznikaji produkty,
které slouzi jako templaty pro novy reakéni cyklus. Pokud jsou na zacatku prvniho cyklu k
dispozici dva templatové fetézce (jedna dvoufetézcova molekula), pak vzniknou na konci 1.
cyklu jeho dvé kopie. Pro dal$i cyklus jsou k dispozici uz ¢tyii vldkna, podle kterych
vzniknou 4 kopie, atd. Produkt se tedy hromadi geometrickou fadou [19], [20].

PCR je obvykle provadéna v tzv. termocykléru, coZ je programovatelny termostat.

. " Enzym DNA polymeraza od 3" konce primeri

Pti teploté 94 °C se 1

oddéluji fetézce DNA .

TAQTT TARTT T TRATART

T a1 T TATHRT 1 Polymeraza pokracuje v syntéze

nového fetézce komplementarniho
k cilové DNA sekvenci

Pti teploté 50 — 65 °C

nasedaji primery 2 .

TARTT TARTT T T T

i 1

Primer 1

Primer2 = 1HE
: A
TRT TT TATRRT T
Cilova DNA sekvence

ohranicena primery je zdvojena

a proces mize znovu zacit

Obr. 3. Jednotlivé kroky jednoho cyklu PCR [23]
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2.2.2 DNA templat

Jako DNA templat se pouzivé purifikovana DNA nebo DNA z hrubych lyzati bun¢k. Typicka
velikost amplifikovanych fragmenti (PCR produktti) se pohybuje kolem 100 — 1 000 para
bazi [19]. Piestoze umisténi cilové sekvence DNA na chromosomu ani velikost amplikonu
neni pfili§ rozhodujici pro citlivost a specifitu metody, je komplikované amplifikovat vétsi
fragmenty DNA (nad 1000-2000 bp). U takto velkych fragmentii je problematické udrzet
stabilitu denaturovaného templatu DNA [24].

2.2.3 Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP)

DNA se sklddda zmalych stavebnich jednotek neboli deoxyribonukleotidi. Kazdy
deoxyribonukleotid je slozen z fosfatové skupiny, deoxyribozy a dusikaté baze. Existuji ¢tyfi
rizné baze (adenin, thymin, guanin a cytosin) a tedy Ctyii rizné deoxyribonukleotidy:
deoxyadenosin monofosfat (A), deoxythymidin monofosfat (T), deoxyguanosin monofosfat
(G) a deoxycytidin monofosfait (C). Dvouvldknova DNA je tvofena dvéma
polynukleotidovymi vlakny, které jsou spojeny prostiednictvim vodikovych mustkii mezi
bazemi. Komplementarni parovani mezi bdzemi je pouze dvoji a to mezi adeninem a
thyminem a mezi cytosinem a guaninem. Z principu parovani neboli komplementarity bazi
metoda PCR vychazi [25]. VPCR se jako stavebni kameny DNA pouZivaji
deoxynukleotidtrifosfaty (deoxyadenosin trifosfat, deoxyguanosin trifosfat, deoxycytidin
trifosfat a deoxythymidin trifosfat).

2.2.4 Pozadavky na primery

Pro tadny pribéh PCR je nejdilezitéjSim krokem navrhnuti vhodného paru
oligonukleotidovych primert [18]. Pfi navrhu primerti musi byt zajisténo nékolik aspekti.
Oba primery byvaji dlouh¢ asi 15 — 30 bazi. Neni ale podminkou, aby se velikostné shodovaly
[24]. Naopak velmi dutlezité je, aby oba primery hybridizovaly pfi stejné teploté s
komplementarni sekvenci v templatové DNA. Proto musi mit duplexy templatové DNA s
primerem piiblizné stejnou teplotu tani (tolerance 1 — 2 °C) [20], [24]. Teplota tani primert je
ovlivnéna zejména pomérem G-C a A-T parh. Plati, ¢im vice je vodikovych mistkd v
molekule, tim vyssi je teplota tani. A proto by primery mély mit vyvdzeny pomér G-C a A-T
parti [24]. Ptijatelna teplota tani (melting temperature, T,,) se pohybuje v rozmezi 55 °C az
65 °C, vyssi teplota zpravidla predstavuje vyssi specifitu PCR. Teplotu tani primert lze
stanovit pouzitim jednoduchého vzorce:

T, =(4-[G+C])+(2-[A+T]),
kde [G + C] je pocet bazi GC a [A + T] je pocet bazi AT v sekvenci primert [20].

Primery nesmi byt navzijem komplementdrni, aby nedochédzelo k tvorbé dimeri nebo
vlasenek [18]. Jejich optimélni koncentrace v reakci je zpravidla 0,1 — 0,6 uM (vyssi
koncentrace mohou vést ke vzniku nespecifickych produktil). Optimalni obsah GC paru je
v rozmezi 40 — 60 %. Pokud jsou primery bohaté na GC, je vhodné zvolit primery delsi [21].
Také je mozné pti navrhu primerti pfidat na 5’konec nekomplementarni sekvenci napft. pro
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zavedeni restrikéniho mista nebo promotor [18].
Existuje celé fada pocitacovych programu vytvoienych pro navrh vhodnych primert [18].
2.2.5 Koncentrace Mg2+

Mg*" ionty jsou kofaktorem Tag-polymerazy a jejich koncentrace ma pHmy vliv na aktivitu a
presnost enzymu. Také byl zjistén znacny vliv hofecnatych kationtii na teplotu tdni hybrida
vznikajicich v prubéhu PCR, a to hybridi typu templat-primer nebo primer-primer.
Koncentraci hofe¢natych kationtil Ize tedy ovlivnit n&které parametry PCR. Nadbytek Mg
v reakéni smési zvySuje vytéznost PCR, na druhé stran¢ ale dochazi mnohem castéji k tvorbé
nespecifickych produktii. Optimalni koncentrace Mg”" v PCR smési se pohybuje okolo 1,5 —
5 mmol/l [22], [26].

2.2.6 Termostabilni DNA polymeraza

V piivodnim konceptu PCR byla pouzivana DNA polymeréaza Pol Il izolovand z Escherichia
coli K 12. ZvySenim teploty na zaCatku cyklu dosSlo k denaturaci nejen dvouvlaknové
matricové DNA, ale 1 polymerazy, kterd musela byt znovu pfiddvana kazdy novy cyklus.
Dnes jsou pouzivany termostabilni DNA polymerazy, které nejsou vysokou teplotou
denaturovany [19]. Tyto enzymy jsou izolovany z mikroorganismi Zzijicich v extrémnich
teplotnich podminkach [18].

Nejcastéji pouzivanou je Tag-polymeraza, izolovana z termofilni bakterie Thermus aquaticus.
Teplotni optimum enzymu se pohybuje kolem 75 °C a polocas inaktivace pii 95 °C je asi 40
minut. Vyznacuje se polymerazovou a exonukledzovou aktivitou ve sméru 5'—3". Frekvence
inkorporace chybnych nukleotidii je pfiblizné 2 x 10, protoze tato polymeréza postrada
exonukledzovou aktivitu ve sméru 3'—5" a nemiize opravit chyby vzniklé pti syntéze novych
DNA fetézcii. Pro fadu aplikaci vSak tato ptesnost vyhovuje. Vyhodou 7ag-polymerazy
kromé termostability je 1 vysoka procesivita [21].

Existuji 1 dal8i druhy termostabilnich polymerédz, napt. Pfu-polymeraza. Tento enzym byl
izolovan z hypertermofilni bakterie Pyrococcus furious. Je teplotné stabilngj$i nez Tag-
polymeraza a jeji teplotni optimum se blizi k 100 °C . Kromé toho se vyznacuje korektorskou
aktivitou, tedy exonukledzovou aktivitou ve sméru 3°'—5" [18]. Vysoka ptesnost in vitro
aplikacich PCR, ur¢enych pro klonovani amplikond nebo pfi charakterizaci malo Castych
mutaci v DNA. Nevyhodou je niz8i procesivita ve srovnani s Tag-polymerazou [21]. Piehled
nejvyuzivangjsich termostabilnich DNA polymeraz je uveden v Tab. 4.

Jind DNA polymeraza izolovana z termofilni Thermus thermophilus je Tth-polymeraza, jejiz
teplotni optimum je asi 70 °C. Tato polymeraza je schopna za pritomnosti Mn”" piisobit jako
reverzni transkriptaza. Tato vlastnost se vyuzivd pro metodu RT-PCR, kterd spociva
v reverzni transkripci RNA na cDNA a v nasledné amplifikaci cDNA [18].
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Tab. 4 Piehled nejvyuzivanéjSich termostabilnich DNA polymerdz a jejich charakteristika
podle exonukleazové aktivity

Polymeraza 5'—3’exonukledza 3'—5’exonukledza Produk¢ni mikroorganismy

Taq ano ne Thermus aquaticus

111 ano ne Thermus flavus

Tbr ano ne Thermus brockianus
Tth ano ne Thermus thermophilus
Tli ne ano Thermococcus litoralis
Pfu ne ano Pyrococcus furious
Pwo ne ano Pyrococcus woesei

2.2.7 Hot-start v PCR

Ukolem tzv. hot-start (horkého startu) je redukovat pribsh nespecifické amplifikace pied
nebo na zacatku vlastni PCR. Nespecifické produkty zpravidla vznikaji tvorbou dimeril
primerti a po nespecifickém nasednuti primerti syntézou nespecifického komplementarniho
vldkna DNA. Jednim z divodi je fakt, ze Tag polymeraza vykazuje urcitou aktivitu 1 pfi
teplotach podstatné nizSich nez je jeji teplotni optimum. Proto syntéza nového DNA vldkna
muze byt zahédjena uz béhem piipravy PCR smési za laboratorni teploty [24].

Metod hot-start je celd tada. Jednou z nejbéZnéjSich variant je tepelnd aktivace Tag-
polymerazy. Enzym je do PCR smési dodavan v neaktivni form¢ a jeho aktivace je provadéna
zahtatim na teplotu 94 — 96 °C po dobu 10 — 12 minut [22].

2.2.8 Inhibice PCR a zdroje chyb v PCR

Inhibice PCR miiZe byt ¢astecna nebo uplna a mize se projevit jako uplné selhani reakce nebo
sniZzeni citlivosti detekce. Mechanismy inhibice jsou rtizné. Inhibice mize byt zplisobena
pfimou reakci inhibitoru s DNA templatem (zpravidla se jednd o znemoZnéni nasednuti
primerd) nebo ovlivnénim stability termostabilni DNA polymerédzy a to jeji degradaci nebo
blokaci enzymové aktivity. Kritickym faktorem je koncentrace Mg, protoZe inhibitory PCR
mohou sniZovat dostupnost iontil nebo ovliviiovat vazbu Mg>" k DNA polymeréaze [27].

Problematickymi jsou aplikace PCR napf. v klinické mediciné nebo v potravinafstvi.
V samotnych vzorcich byvaji obsazeny béZzné exogenni inhibitory PCR (slou¢eniny hemu
nachazejici se v krvi, heparin, mo¢, rostlinné polysacharidy, ionty Ca*", glykogen a dalsf)
[24], [27]. Inhibitory jsou také obsazeny v chemikaliich pouZivanych béhem purifikace DNA
nebo pii PCR ( SDS, NaCl, fenol, isopropanol, MgCl, a dalsi) [24].

V nékterych ptipadech miize inhibice PCR vyustit ve faleSné negativni vysledky. Takovy
vysledek muize byt zplsoben piitomnosti nespecifické DNA ve vzorku, nebo pokud
koncentrace jednotlivych komponent a teplota nasednuti primerd neni dostatecné

optimalizovana [25].

Falesné pozitivni vysledky PCR lze ziskat, pokud pouzité primery hybridizuji i s jinou
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sekvenci DNA nez jen se sekvenci, ktera ma byt amplifikovéana [25].
2.2.9 Optimalizace PCR

Vzdy pfi navrhu nové PCR metody je nutné optimalizovat komponenty PCR smési. Pokud je
znama optimalni teplota nasednuti primerd, kombinujeme rizné koncentrace primerti, DNA
polymerazy a Mg”" jontfl. Spravné zvolené koncentrace, respektive jejich kombinace zajistuji
optimalni citlivost a specifitu reakce. Jestlize se zméni jakdkoliv proménna analyzy, napf.
analyzovana DNA je extrahovana jinou metodou, musi byt provedena nova optimalizace [22].

2.3 Detekce PCR produktii pomoci agarosové gelové elektroforézy

Agarosa je linedrni polymer ziskany z moiskych Cervenych fas. Jednd se o polysacharid
slozeny z D-galaktosovych jednotek spojenych B-1,3 vazbou a 3,6-anhydrogalaktosovych
zbytku spojenych a-1,4 vazbou. Agarosa se za horka rozpousti a po ochlazeni tvoii gel, ve
kterém se helikalni vlakna agarosy spojuji do trojrozmérnych struktur [28].

Elektroforéza patii mezi elektromigracni metody a principem je pohyb castic v elektrickém
poli. Fragmenty DNA jsou déleny v elektrickém poli v zavislosti na jejich velikosti. Kromé
velikosti DNA je pohyblivost ovlivnéna také tvarem molekuly respektive fragmentu DNA.
Jednotlivé formy DNA o stejné molekulové hmotnosti maji rtiznou pohyblivost. Napf.
plasmidova nadSroubovicova (superhelikalni) forma je nejkompaktnéjsi a za standardnich
podminek migruje rychleji. Oteviena cirkularni forma se zpravidla pohybuje o néco pomaleji
nez linearni forma. Pohyblivost je dale zavisla na podminkach elektroforézy napt. na iontové
sile pufru nebo na pouZzitém napéti [21].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity probioticky mléény vyrobek

—
Actimel Natur (DANONE) i B
Prodavajici v CR: DANONE a.s, Vinohradska 2828/151, |
130 000 Praha 3, CR TN
1 B
I g
Datum spotieby: 17. 3. 2009 3
Slozeni: mléko, cukr, glukéza, jogurtova kultura a _1

Lactobacillus casei Imunitass®. Obsah tuku nejméné 0,9%
hmot. Baleni po 1 lahvi¢ce = 94,6ml.
www.actimel.cz

3.2 Chemikalie

Vsechny chemikalie byly v Cistoté p. a. Roztoky byly pfipravovany ze sterilnich zasobnich
roztokt (sterilizace pii 121 °C, 20 minut). Redéni bylo provadéno sterilni destilovanou H,O.

3.2.1 Chemikalie pro lyzi bakterialnich bunék

- EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

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

- Proteindza K (Sigma, St. Louis, USA)

- SDS (Sigma, St. Louis, USA)

- Tris base (Amaresco, Solon, USA)

Ptiprava 0,5 M EDTA (pH 8,0):
- 186,1 g EDTA rozpusténo v 800 ml destilované vody
- pomoci NaOH bylo upraveno pH na 8,0
- roztok byl doplnén do objemu 1 1 destilovanou H,O

Ptiprava zasobniho roztoku 1 M Tris HCI (pH 7,8):
- 12,1 g Tris base
- 70 ml destilované H,O
- pomoci HCI bylo upraveno pH na 7,8

Ptiprava lyzac¢niho roztoku A:
- 10 mM Tris HCI (pH 7,8)
- 5mM EDTA (pH 8,0)
- roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich roztoka 1 M Tris HCl a 0,5 M EDTA

Ptiprava lyza¢niho roztoku B:
- lyzacni roztoku A

21



- lysozym 3 mg/ml
- lysozym byl pfidan do lyza¢niho roztoku pied pouzitim

3.2.2 Chemikalie pro purifikaci DNA

- Ethanol (Pliva-Lachema, CR)

- Fenol (Pliva-Lachema, CR)

- Chlorofom (Pliva-Lachema, Brno, CR)

- Isoamylalkohol (Amaresco, Ohio, USA)
- Octan sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Ptiprava TE pufru:
- 10 mM Tris HCI (pH 7,8)
- 1 mM EDTA (pH 8,0)
- roztok byl pfipraven sterilné ze zasobnich roztokti 1 M Tris HCl a 0,5 M EDTA

Ptiprava CIZ:
- smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1

3.2.3 Komponenty pro PCR

- PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

- Reaké¢ni pufr kompletni (10x koncentrovany); slozeni: 750 mM Tris HCI (pH 8.8)
200 mM (NH4),SOy4, 0,1 % Tween 20, 25 mM MgCl, (Top-Bio, Praha, CR)

- dNTP smé&s 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 7,5 (Top-Bio, Praha, CR)

- Primery (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR)

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

3.2.4 Komponenty pro agarosovou gelovou elektroforézu

- Agarosa pro elektroforézu DNA (Serva, Heidenberg, SRN)

- Bromfenolova modft (Sigma, St. Luis, USA)

- Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)

- Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

- PCR vkladaci pufr Yellow load obsahujici Zluté barvivo — orange G (Top-Bio, Praha,
CR)

- PCR vkléadaci pufr obsahujici barviva — bromofenolovou modf a xylen cyanol (Top-
Bio, Praha, CR)

- Kyseliny borita (Pliva-Lachema, Brno, CR)

- DNA standard (Malamité, v.o.s) obsahujici fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp

Ptiprava TBE pufru (5x koncentrovany):
- 54 g Tris HCI
- 27,5 gH3;BO;
- 20ml 0,5M EDTA (pH 8,0)

22



roztok byl doplnén do objemu 1 I sterilni destilovanou vodou, pfed pouzitim 10x
nafedén

Ptiprava nanaseciho pufru (6x koncentrovany):

0,04 g Bromfenolové modii
2,5 g Ficoll 400
100 ml destilovana H,O

3.3 Pomiicky a pristroje

Laboratorni vahy (Kern and Sohn, Némecko)

Centrifuga Mini spin 14 500 min™' (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exikator (KIF LAB Freiburg, Némecko)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (Varsava, Polsko)
MikrovInna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

Ockovaci box (Fatran, CR)

Termostat Mini incubator (Labnet, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Milano, Italie)

Minicycler PTC 100 (MJ Research, USA)

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

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Mini gel (Hoefer, USA)

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

NanoPhotometr (Implen, Némecko)

Digitalni fotoaparat (Kodak, Dansko)

Bezné laboratorni sklo, umélohmotny laboratorni material a pomicky

3.4 Pouzité metody

Popsané postupy byly provaddény podle ucebnich textii laboratorniho cviceni a osobniho
sdéleni doc. Spanoveé.

3.4.1

Piiprava hrubych lyzati bunék z mlééného vyrobku

byl odebran 1 ml mlé¢ného vyrobku do 1 ml ependorfek

vzorky byly centrifugovany pti 14 000 ot. /min po dobu 5 minut

supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal dobte okapat

k sedimentu byl pfidan 1 ml lyza¢niho roztoku B, ve kterém byl resuspendovan

po hodin¢ inkubace pfi laboratorni teploté bylo ke vzorku ptfidano 50 ul 20% SDS a
5 ul proteinazy K (1 mg/ml)

vzorky byly inkubovany do druhého dne pfi teploté 55 °C

pomoci gelové elektroforézy na agarosovém gelu byla ovéfena pfitomnost DNA
v hrubych lyzatech bunék
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3.4.2

Izolace DNA z hrubych lyzati bunék

3.4.2.1 Fenolova extrakce DNA

k lyzatu bunék (500 ul) byl pfidan stejny objem fenolu (pfedestilovany, pH upraveno
na 7,8)

smés byla kyvavym pohybem promichéna po dobu 4 minut

vzorky byly centrifugovany pii 15 000 ot. / min po dobu 3 minut

byla odebrana vodni faze s DNA do cisté eppendorfky, ke které bylo piidano
700 pl CIZ smési a opét kyvavym pohybem promichano asi po dobu 4 minut

vzorky byly centrifugovany 15 000 ot. / min po dobu 3 minut

znovu byla odebrana vodni faze s DNA do cisté eppendorfky

3.4.2.2 Presrazeni DNA ethanolem

ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného, smés byla promichana
byl pfidan 1 ml 96 % ethanolu, smés byla promichana

DNA byla ponechéana k vysrazeni pti -20 °C po dobu 15 minut

vzorky byly centrifugovany 15 000 ot. /min po dobu 15 minut, po centrifugaci byl
supernatant slit

sediment DNA byl vysuSen v exikatoru po dobu asi 5 minut

ziskana DNA byla rozpusténa v 200 pl TE pufru

takto pfipravenda DNA byla pouzita pro agrosovou elektroforézu a pro
spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

méfeni bylo provadéno na spektrofotometru NanoPhotometr Implen (lid 5)

pro nastaveni spektrofotometru byl nejprve proméien TE pufr (objem 6 pl)

poté byly prométeny vzorky DNA (objem 6 pl)

na pfistroji byla pfimo odeftena hodnota Ajso/Azgo (Cistota DNA) a koncentrace
vzorku DNA

Agarosova gelova elektroforéza hrubych lyzati bunék a bakterialni DNA

byl ptipraven 0,8 % agarosovy gel (0,4 g agarosy, 50 ml 0,5x TBE pufru)

smés byla dikladné rozvatena v mikrovinné troubé a nalita do elektroforetické
vanicky s hifebinkem

gel tuhl pii laboratorni teploté 30 az 45 minut, pfed nandSenim vzorkd byl odstranén
hiebinek

na polyethylenovém prouzku byly smichany vzorky DNA nebo hruby lyzat (v objemu
15 pl) s 3 ul stop pufru

takto pfipravend smés byla nanesena do komirek gelu, do zvlastni komurky byl
nanesen velikostni standard

vanicka s gelem byla vlozena do elektroforetické vany, pievrstvena asi 250 ml
0,5x TBE pufru a elektroforéza byla spusténa (pod napétim 60 V)
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- priblizn€ po 2 hodinach byla elektroforéza zastavena, gel byl vyjmut a obarven v lazni
ptfipravené¢ z 500 ml destilované¢ vody a ethidium bromidu (vyslednd koncentrace
1 pg/ml)

- gely s DNA byly dokumentovany digitalnim fotoaparatem

3.4.5 Rodové a druhové specificka PCR s purifikovanou DNA

Pti rodové specifické PCR byla provadéna amplifikace fragmentu DNA o délce asi 250 bp
pomoci primert LbLMA1 a R16-1 [29]. Tento fragment je specificky pro bakterie rodu
Lactobacillus.

Pii druhové specifické PCR byla provadéna amplifikace fragmentu DNA o délce 132 bp
pomoci primerti F case IS a R case IS [30]. Fragment je specificky pro bakterie druhu

Lactobacillus casei. Informace o pouzitych primerech jsou shrnuty v Tab. 1

Tab. 1 PCR primery pro detekci bakterii rodu Lactobacillus a druhu Lactobacillus casei

Specificka PCR Primer Sekvence (5'—3") Velikost PCR
produktu (bp)
_ LbLMA1l CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC
rod Lactobacillus 250
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
druh Lactobacilluis F case IS CTA TAA GTA AGC TTT GAT CCG GAG ATT T 132
casei R case IS CTT CCT GCG GGT ACT GAG ATG T

3.4.5.1 Piiprava PCR smési

- vSechny komponenty PCR smé&si byly pied pouzitim kratce centrifugovany

- komponenty byly michany v potadi, které je uvedeno v Tab. 2 (rodové specificka
PCR) a v Tab. 3 (druhové specificka PCR)

- pii kazdém pfidani dalsi sloZky byla smés dobfe promichana

- bylo ptipraveno 25 pul PCR smési do 200 pl eppendorfek

- pro negativni kontrolu (kontrola kontaminace slozek PCR) byla namisto DNA matrice
piidana PCR voda o objemu 1 pl

- pro pozitivni kontrolu (kontrola specifity PCR) byla jako DNA matrice pouzita
bakterialni DNA rodu Lactobacillus o koncentraci 10 ng/ul v ptipadé¢ rodoveé
specifické PCR, pro druhové specifickou PCR byla pouzita bakterialni DNA druhu
Lactobacillus casei (10 ng/pl)
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Tab. 2 Komponenty a jejich mnozstvi v PCR smési (25 ul) pro rodové specifickou PCR

Poradi Komponenta Mnozstvi (ul)
l. voda pro PCR 19

2. 10x reakcni pufr kompletni 2,5

3. smés ANTP (10 mM) 0,5

4. primer LbLMA 1 (10 pmol/ul) 0,5

5. primer R16-1 (10 pmol/ul) 0,5

6. DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) 1

7. DNA matrice 1

Tab. 3 Komponenty a jejich mnozstvi v PCR smési (25 pl) pro druhoveé specifickou PCR

Poradi Komponenta Mnozstvi (ul)
1. voda pro PCR 19

2. 10x reakéni pufr kompletni 2,5

3. smés ANTP (10 mM) 0,5

4. primer F_case IS (10 pmol/ul) 0,5

5. primer R _case IS (10 pmol/ul) 0,5

6. DNA polymeraza 1.1 (1 U/ul) 1

7. DNA matrice 1

3.4.5.2 Prubéh amplifikace

- vzorky obsahujici vSechny komponenty byly opatrné¢ promichdny a kratce
centrifugovany

- vzorky byly vlozeny do termocycleru, ktery pracoval podle pfedem nastaven¢ho
programu LBC ROD (Tab. 4) a LBC CASEI (Tab. 5)

Tab. 4 Program PCR s rodové specifickymi primery

Krok Teplota (°C) Cas
1.  Hot start 95 57
2. Denaturace DNA 95 307
3. Hybridizace primerQ 55 307
4.  Syntéza DNA 72 307
5. Prodlouzeni syntézy DNA (posledni krok syntézy) 72 107

- po prvnim cyklu byl krok 2 — 4 zopakovan v dalSich 29 cyklech, v poslednim cyklu
byla syntéza prodlouzena na 10 minut
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Tab. 5 Program PCR s druhov¢ specifickymi primery F case IS a R case IS

Krok Teplota (°C) Cas
1.  Hot start 94 107
2. Denaturace DNA 94 I’
3.  Hybridizace primera 50 1’
4.  Syntéza DNA 72 27
5. Prodlouzeni syntézy DNA (posledni krok syntézy) 72 10”7

- po prvnim cyklu byl krok 2 — 4 zopakovan v dalSich 34 cyklech, v poslednim cyklu
byla syntéza prodlouzena na 10 minut

3.4.5.3 Detekce rodové a druhové specifickych PCR produktii agarosovou gelovou
elektroforézou

- byl ptipraven 1,8 % agarosovy gel (0,9 g agarosy, 50 ml 0,5x TBE pufru), pfiprava
viz. kap. 3.5.4

-k celkovému mnozstvi 25 pl PCR produktu bylo ptidano 5 pl stop pufru

- do jednotlivych komirek gelu byly naneseny smé&si PCR produkt-stop pufr a
velikostni standard

- elektroforéza byla spusténa za stejnych podminek jako v kapitole 3.5.4

- elektroforéza byla ukoncena, jakmile nanaSeci pufr doputoval do 2/3 délky
agarosového gelu

- gel byl obarven v l4zni s ethidium bromidem (1 pg/ml), barveni probihalo asi 1 hodinu

- obarveny gel byl prohliZzen na transiluminatoru v UV svétle

- vysledky byly zdokumentovany digitalnim fotoaparatem
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4 VYSLEDKY

4.1 Izolace celkové DNA z vyrobku Actimel

DNA byla izolovana z mlécného vyrobku Actimel Natur fenolovou extrakci a vysrazena
ethanolem. Kvalita izolované DNA byla zkontrolovana agarosovou elektroforézou. Vysledek
elektroforézy a popis gelu je znazornén na Obr. 1.

Obr. 1 Agarosova gelova elektroforéza purifikované DNA a hrubého lyzatu bunck
z mlé¢ného vyrobku Actimel Natur
1 2 3

Chromosomalni
DNA
1500 bp
1000 bp
500 bp
Béh¢. 1 Vzorek Mnozstvi Mnozstvi stop Detekce DNA
(1) pufru (ul)
1 purifikovand DNA 15 3 +
2 hruby lyzat bunck 20 3 +
3 velikostni standard 5 - 100 bp zebiicek
+ DNA bylo detekovano

= DNA izolovana z vyrobku Actimel Natur byla relativné intaktni a miize byt pouzita
jako DNA matrice pro PCR.

4.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA izolované z vyrobku
Actimel

Pro spektrofotometrické stanoveni koncentrace byla pouzita hodnota Ajeo. Cistota izolované
DNA byla stanovena z poméru hodnot A,gy/ Azso. Vysledky méfeni na spektrofotometru jsou
shrnuty v Tab. 1.
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Tab. 1 Hodnoty absorbanci a koncentrace DNA izolované z vyrobku Actimel Natur
Koncentrace (ng/ul) Ao Asgo Aseo/ Argo
Purifikovana DNA 84 0,33 0,198 1,67

= Caste¢né purifikovands DNA byla izolovana vc = 84 ng/ul. Vzorek byl zneéistén
proteiny (pomér Azgo/ Azgo byl 1,67).

4.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z vyrobku
Actimel po opakované purifikaci

Vzorek purifikované DNA c¢asteéné znecisténé proteiny byl opakované deproteinovan
fenolem, pfesrazen ethanolem, rozpustén v TE pufru a proméfen na spektrofotometru.
Vysledky spektrofotometrického méteni jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2 Nové naméfené hodnoty absorbanci a koncentrace DNA po opakovaném precisténi
Koncentrace (ng/ul)  Ajeo Asgo Asso/ Azgo
Purifikovana DNA 71 0,285 0,163 1,75

= Opakované purifikovand DNA byla izolovéna v ¢ = 71 ng/ul a ve vyhovujici Eistoté.
Pomér Ajg0/Azgo byl 1,75.

4.3 Rodové specificka PCR Lactobacillus s celkovou DNA izolovanou z Actimelu

Rodové specificka PCR byla provedena pomoci primerd LbLMA1 a R16-1 jako kontrola
amplifikovatelnosti DNA izolované z mlé¢ného vyrobku Actimel Natur. Vysledky agarosové
gelové elektroforézy PCR produktd a popis gelu jsou uvedeny na Obr. 2.

Obr. 2 Agarosova gelova elektroforéza rodové specifickych PCR produkti (250 bp).
Amplifikovan byl 1 pl (71 ng) celkové DNA izolované z Actimelu Natur
1 2 3 4

1500 bp
1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

250 bp
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Beh &, Vzorek Mnozstvi PCR Detekce PCR
produktu (ul) produktu
1 Negativni kontrola 25 -
2 Velikostni standard (5 pl) - 100 bp Zebiicek
3 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/pl) 25 +
4 Purifikovana DNA (c = 71 ng/ul) 25 +

+ PCR produkt byl detekovan, — PCR produkt nebyl detekovan

= DNA se v rodové specifické PCR amplifikovala.

4.4 Druhové specificka PCR Lactobacillus casei s celkovou DNA izolovanou z Actimelu

Druhové specificka PCR byla provedena pomoci druhové specifickych primerti F _case IS a

R case IS. Vysledky detekce PCR produktl jsou uvedeny na Obr. 3.

Obr. 3 Agarosova gelova elektroforéza PCR produktl (132 bp) specifickych pro druh
Lactobacillus casei. Amplifikovan byl 1 pl celkové DNA izolované z Actimelu Natur
1 2 3 4

1500 bp
1000 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp 132bp
Beéh €. Vzorek Mnozstvi PCR Detekce PCR produktu
produktu (ul)
1 Velikostni standard (5 pl) - 100 bp zebiicek
2 Negativni kontrola 25 -
3 Pozitivni kontrola (¢ = 10 ng/ul) 25 +
4 Purifikovana DNA (c = 71 ng/ul) 25 +

+ PCR produkt byl detekovan, — PCR produkt nebyl detekovan

= DNA purifikovana z vyrobku Actimel byla amplifikovana v PCR specifické pro druh

Lactobacillus casei.

30



swwr

pozitivni PCR produkt

Citlivost PCR byla stanovena pomoci druhové specifickych primert F case IS a R case IS.
K amplifikaci byla pouzita purifikovand DNA izolovand z Actimelu Natur, kterd byla
nafedéna na koncentraci 10 ng/ul, 1 ng/ul, 100 pg/ul az na 100 fg/ul. Vysledky agarosové
gelové elektroforézy jsou uvedeny na Obr. 4.

Obr. 4 Agarosovd gelova elektroforéza PCR produkt (132 bp) specifickych pro
Lactobacillus casei. Amplifikovano bylo rtizné mnozstvi DNA (10 ng — 10 fg). Na gel bylo
nanaseno 25 pl PCR produktu

1 2 3 4 5 6 7 8 9

132 bp

Béh ¢ Vzorek Mnozstvi DNA Detekce PCR produktu

1 Velikostni standard (5 pl) 100 bp zebiicek

2 Negativni kontrola -

3 Pozitivni kontrola 10 ng +

4 10 ng +

5 I ng +
purifikovana DNA 100 pg Y

7 10 pg +/-

8 1 pg +/-

9 100 fg -

+ PCR produkt byl detekovan; - PCR produkt nebyl detekovan

= Nejniz§i mnozZstvi DNA izolované z Actimelu Natur, které bylo amplifikovdno v PCR
je 1 pg.
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5 DISKUZE

Slozeni stfevni mikroflory je povazovano za faktor vyrazné ovliviiyjici zdravi hostitele. Pro
udrzeni urcitého optimalniho slozeni mikrofléry v GIT je velmi dilezité uzivani probiotik
(napt. v podobé probiotickych preparat, fermentovanych mlécnych vyrobkia). Aby bylo
mozné maximalné vyuzit prospéSny ucinek probiotik, je nutné, aby tyto mikroorganismy byly
schopny pfezit a mnozit se v GIT. Tudiz je nezbytné vyuziti dostupnych metod k identifikaci
a zjisténi poctu, aby bylo mozné rozhodnout o wuziteCnosti daného probiotického
mikroorganismu [3].

Nejcastéji vyuzivanymi metodami identifikace bakterii jsou amplifikacni metody (napi. PCR)
zalozené na analyze nukleotidové sekvence kodujici 16S rRNA nebo oblasti mezi geny pro
16S rRNA a 23S rRNA [24]. Pro identifikaci bakterii druhu Lactobacillus casei byla
izolovana a purifikovina DNA z vyrobku Actimel Natur s deklarovanym obsahem
Lactobacillis casei DN 114-001 (obchodni nazev Lactobacillus casei Imunitass).

5.1 1Izolace DNA metodou fenolové extrakce

Fenolova extrakce a nasledné presrazeni ethanolem je jednou z moznych metod izolace
bakteridlni DNA. Pfestoze je tato metoda pomérné zdlouhava, patii k nejpouzivanéjSim.
Spravné zvladnuti metody izolace DNA je predpokladem uspésnosti PCR a obzvlast pokud se
jedna o amplifikaci DNA izolované z redlnych vzorkl. Takové vzorky (v tomto piipadé
z mlé¢ného vyrobku Actimel) bézné obsahuji exogenni inhibitory PCR, které mohou byt
pfi¢inou snizeni citlivosti PCR nebo vzniku fale$né negativnich vysledka [27].

5.2 Stanoveni kvality a kvantity DNA izolované z mlé¢ného vyrobku Actimel Natur

Pro stanoveni koncentrace a Cistoty DNA purifikované z mlééného vyrobku Actimel byl
vzorek proméfen na spektrofotometru. Smérodatnymi hodnotami pro stanoveni Ccistoty
purifikované DNA jsou absorbance pii vlnovych délkach 260 nm a 280 nm. Poméru hodnot
Axeo/ Azgo vypovida o Cistot¢ DNA. Pomér absorbanci se pohybuje v rozmezi 1,8 — 2,0.
Jestlize je vzorek zneciStén proteiny, pak je pomér menSi nez 1,8, naopak pro vzorek
obsahujici RNA je pomér vétsi nebo roven 2,0. Z hodnot méfenych pii 260 nm lze vypocitat
koncentraci DNA ve vzorku [20]. V pifipadé¢ méfeni na nanospektrofotometru je hodnota
koncentrace v ng/ul ptimo odectena.

Purifikovana DNA byla izolovana nejprve v ¢ = 84 ng/pul a poméru Asgo/Azso, ktery byl 1,67.
Tento vzorek DNA byl ¢aste¢né znec€iStén proteiny. Proto byla opakovana fenolova extrakce
DNA. Piestoze pomeér Ajeo/Azgo byl 1,75, coz stale svédCi o Castecné pritomnosti proteinti ve
vzorku, byla purifikovand DNA v €istoté¢ vhodné pro PCR [26].

Precisténim doSlo ke snizeni koncentrace DNA (c = 71 ng/ul), pfesto bylo mnozstvi DNA

dostacujici pro jeji detekci agarosovou gelovou elektrotroforézou. Bylo zjiSténo, Ze
chromosomalni DNA je relativné intaktni.
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5.3 Rodové specificka PCR Lactobacillus

Identifikaci probiotickych laktobacilii na tirovni rodu umoznilo pouziti specifickych primert
LbLMA1 a R16-1 [30]. Velikost PCR produktu je 250 bp. DNA izolovand z mlé¢ného
vyrobku Actimel Natur byla amplifikovana a detekce PCR produktli byla provadéna na 1,8 %
agarosovém gelu. Detekovany PCR produkt svédci o ptitomnosti bakterii rodu Lactobacillus
ve vzorku.

5.4 Druhové specificka PCR Lactobacillus casei a stanoveni jeji citlivosti

Fermentované mlé¢éné vyrobky se vyrabi za pouziti tzv. jogurtovych kultur, mezi které patii i
bakterie rodu Lactobacillus. Ne vSechny laktobacily lze ale oznalit za probiotické. A
vzhledem k tomu, ze vyrobek obsahoval jogurtové kultury, bylo zaddouci provést druhové
specifickou PCR, aby byla prokazana ptitomnost probiotického druhu Lactobacillus casei,
ktery je ve vyrobku deklarovan.

Druhové specificka PCR byla provedena pomoci druhové specifickych primert F case IS a
R case IS [30]. Detekce PCR produkti o velikosti 132 bp byla provadéna na 1,8 %
agarosovém gelu.

Pro stanoveni citlivosti druhové specifické PCR byla DNA izolovana z vyrobku Actimel
nafedéna na koncentraci 10 ng/pl, 1 ng/ul, 100 pg/ul, 10 pg/ul, 1 pg/ul a 100 fg/ul. Nejnizsi
koncentrace DNA davajici pozitivni PCR produkt byla ¢ = 1 pg/ul. Toto mnozstvi (1 pg)
odpovida asi 10° bungk/ ul tj. 10° bungk/ml. Ve vyrobku Actimel Natur je deklarovano 10°
bun€k L. casei Imunitass v 1 lahvicce o objemu 94,6 ml. Lze tedy pfedpokladat, Ze byla
snizena citlivost druhové specifické PCR vlivem pfitomnosti inhibitort ve vzorku.
Spektrofotometricky bylo zjiSténo caste€né zneciSténi vzorku DNA proteiny. Doposud ale
nebyla u mléénych vyrobkll jednoznacné prokdzana inhibice PCR proteiny. U vzorkl
ziskanych z mléénych vyrobkid ma inhibice PCR ziejmé jinou pri¢inu. Ca”" ionty obsaZené
v mléku mohou interferovat s Mg®" ionty, které jsou kofaktorem Tag-polymerazy, sniZit tak
koncentraci Mngr iontl a ovlivnit citlivost PCR [27].
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6 ZAVER

V teoretické Casti prace byla provedena zékladni charakteristika bakterii rodu Lactobacillus a
bylo pojedndno o vyuziti tohoto rodu, vcetné jeho vyuziti jako probiotik a v potravinarském
pramyslu. Pozornost byla vénovana identifikaci probiotickych laktobacili vyuziti metody
PCR.

Cilem experimentalni Casti prace bylo prokazat pfitomnost probiotického druhu Lactobacillus
casei v mlééném vyrobku Actimel Natur.

DNA izolovéana z vyrobku metodou fenolové extrakce byla relativné intaktni (detekce byla
provadéna na 0,8 % agarosovy gel). Pro ovéteni amplifikovatelnosti vzorku byla provedena
rodovée specifickd PCR s primery LbBLMAT1 a R16-1. Detekci PCR produktti o délce 250 bp na
1,8 % agarosovém gelu byla prokazana piitomnost bakterii rodu Lactobacillus ve vyrobku.
Probioticky druh Lactobacillus casei byl ve vyrobku identifikovan druhové specifickou PCR
sprimery F case IS a R case IS. PCR produkty o velikosti 132 bp byly detekovany na
1,8 % agarosovém gelu. Stanovenim citlivosti druhové specifické PCR byly ve vyrobku
prokazany bakterie Lactobacilus casei v mnozstvi, které pravdépodobné odpovida
deklarovanému udaji.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AT
bp
cfu
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
DNA
EDTA
GC
GIT
MRS
PCR
RNA
SDS
TBE
TE

Tris HCI

adenin a thymin

par bazi (base pair)

colony forming unit (kolonie tvofici jednotku)
2’-deoxyadenosin 5’-trifosfat

2’-deoxycytidin 5’-trifosfat

2’-deoxyguanosin 5’-trifosfat
deoxyribonukleosidtrifostat
2’-deoxythymidin 5’-trifosfat
deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova

guanin a cytosin

gastrointestinalni trakt

Mann, Rogosa, Sharpe (medium ke kultivaci)
polymeréazova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

dodecylsulfat sodny

Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA
Tris(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid
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