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ABSTRAKT

Probiotické bakterie byly tradi¢né pouzivany v potravinaiském prumyslu, avSak v soucasnosti
jsou také Siroce aplikovany k prevenci a 1é€bé riznych onemocnéni. Rostouci pocet dikazu
o ucinnosti bakterii rodu Lactobacillus v Gstni dutin€ vedl k aplikaci probiotickych kment
tohoto rodu v ustnich vodach a jinych produktech osobni hygieny. V ramci této bakalarské praci
DNA byla izolovana dvéma metodami, nasledné kvantifikovana spektrofotometricky a
amplifikovana pomoci konven¢ni PCR. Vysledky polymerazové fetézové reakce byly
detekovany prostiednictvim gelové elektroforézy. Pritomnost bakterii probiotickych druht
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus pentosus byla ovérena.

ABSTRACT

Probiotic bacteria have traditionally been used in the food industry, but their applications have
now expanded to the prevention and treatment of various diseases. Increasing evidence supports
the efficacy of bacteria of the genus Lactobacillus in the oral cavity has led to the application
of probiotic strains of this genus in mouthwashes and other personal care products. In this
bachelor thesis, DNA was isolated by two methods, then quantified spectrophotometrically and
amplified via conventional PCR. The results of the polymerase chain reaction were detected by
gel electrophoresis. The presence of probiotic bacteria species Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus plantarum and Lactobacillus pentosus was confirmed.
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1 UVOD

Zajem o probiotické mikroorganismy v poslednich letech stale roste. Bakterie vykazujici
probiotické ucinky se nyni hojné vyuzivaji v produktech osobni hygieny k prevenci
onemocnéni a udrzovani mikrobiomu v rovnovaze. Mezi probiotika patfi prfedevsim bakterie
rodt Lactobacillus a Bifidobacterium, které jsou schopné piiznivé ovliviiovat zdravi cloveéka
pii pouziti v dostateném mnozstvi. Na trhu se objevuje stale vice vyrobki pro dentalni
hygienu, obsahujicich probiotické kultury v souvislosti s rostoucim poctem vyzkumu, které
spojuji stav ustniho mikrobiomu s fadou onemocnéni, véetné zubniho kazu, periodontitidy,
rakoviny, srdecnich chorob, pneumonie, Alzheimerovy choroby a dalSich nemoci.

K detekeci probiotickych bakterii se pouzivaji fenotypové a genotypové metody. Fenotypové
metody maji delsi historii pouzivani, ale genotypové metody umoznuji rychleji a s vysokou
presnosti studovat vybrany mikroorganismus a analyzovat 1 nekultivovatelné bakterie. Mezi
nejpouzivangjsi metody patii polymerazova retézova reakce a jeji modifikace. PCR umoziiuje
amplifikaci useku DNA in vitro v dasledku opakujicich se cykli enzymové syntézy novych
fetézct vybranych useku analyzované DNA. K detekci produktd konvencéni polymerazové
fetézové reakce se nejCastéji pouzivaje gelova elektroforéza v agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Probiotika

Probiotické mikroorganismy lze definovat jako zivé mikroorganismy, které pii davkovani
v dostateCném mnozstvi, jsou schopné poskytovat zdravotni prospéch hostiteli [1]. Diive
se predpokladalo, ze slovo ,,probiotikum® se pochazi z feckych slov , wpo“ a , frotoc”, coz
znamena ,,pro zivot®, av§ak predlozka ,,mpo* se preklada do Cestiny jako ,,pred”, proto pozd¢ji
bylo feSeno pouzivat latinskou definici slova ,pro“, coz lze prelozit jako ,,pro* nebo ,,0*
a feckou definici ,,frotoc” [2].

2.1.1 Historie

Lidé konzumovali potraviny obohacené o probiotika davno pifedtim, nez byly tyto
mikroorganismy objeveny a studovany. Kvasené mlécné vyrobky byly zobrazeny v egyptskych
hieroglyfech a fermentované jaci mléko tradi€n€ pouzivali tibetsti koCovnici béhem dlouhych
putovani. V letech 1856 az 1864 francouzsky mikrobiolog a chemik Louis Pasteur prokazal,
ze kazeni potravin zpusobuji mikroorganismy [3,4]. Po tomto objevu se mnoho védct zacalo
zabyvat izolaci bakterii z potravin. Kolem roku 1873 se anglickému Iékafi a védci Josephu
Listerovi podafilo izolovat Lactococcus lactis z mléka. V roce 1889 francouzsky pediatr Henry
Tissier izoloval Bifidobacterium bifidum ze stolice kojenych déti. Priblizné 10 let poté rakousky
pediatr Ernst Moro izoloval a popsal Lactobacillus acidophilus. V roce 1907 bulharsky lékar
a mikrobiolog Stamen Gigov Grigorov izoloval Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
z bulharského jogurtu [3].

Studiem mikroorganismii v potravé se zabyval Ilja Me¢nikov. Védec, kterého zaujala
dlouhovekost kavkazské populace a jeji Casta konzumace kvaSenych mlécnych vyrobkd,
navrhl, ze organismy produkujici kyseliny ve fermentovanych mléénych vyrobcich by mohly
zabranit vzniku zanétu tlustého stfeva a vést k prodlouzeni zivotu konzumentd [5]. Nositel
Nobelovy ceny ve své praci, publikované v 1909 roce, zmifioval, ze prospéSné bakterie, které
dnes nazyvame probiotika, mohou byt pouzivany s cilem obnoveni zdravé rovnovahy
mikrobiomu [6]. V soucasnosti se nejCastéji jako probiotika pouzivaji bakterie z roda
Bifidobacterium a Lactobacillus. Nékteré druhy téchto rodi jsou pfirozenymi obyvateli travici
soustavy Cloveéka, kde inhibuji rust patogennich bakterii a podporuji traveni potravy [7].
Aby bylo mozné urcity kmen bakterii oznacit za probioticky, mél by byt schopny piezit
v cilovém organu, mit antipatogenni G¢inky a byt bezpeCnym. Cilovym organem muze byt
stievni trakt, povrch kize, ustni dutina a vagina [4].

2.1.2 Mechanismus pusobeni probiotik

Probiotika jsou schopna poskytovat zdravotni prospéch hostiteli diky kombinaci raznych
mechanismua pusobeni. V nékterych pripadech, jako je produkce antimikrobialnich produkta,
jsou tyto mechanismy fizeny interakcemi s rezidentni mikrobiotou. V jinych piipadech mohou
pfimo interagovat s burikami hostitele. V disledku sacharolytického metabolismu, pii kterém
vznikaji organické kyseliny, a také diky produkci bakteriocint probiotika mohou pusobit jako
antagonisté vici jinym mikroorganismiim. Dulezitou je také schopnost produkovat enzymy,



zejména P-galaktosidazu, ktera katalyzuje rozklad laktozy na stravitelnou glukozu a galaktozu,
a proto dodavani probiotik mé za nasledek klinicky pfinos pro osoby s intoleranci laktozy [8].

2.1.3 Rod Bifidobacterium

Bifidobacterium je rod grampozitivnich, nesporulujicich bakterii, které se pfirozené vyskytuji
v lidském gastrointestinalnim traktu a vagin€. Kolonizuji stfevo novorozencti béhem nékolika
prvnich dnt po narozeni a u kojenych déti predstavuji az 95 % stfevniho mikrobiomu. Tyto
bakterie  jsou sacharolytické, coz  vysvétluyje  jejich  vysoké mnozstvi
ve stfevech kojencti vzhledem k rozmanitosti oligosacharidia pfitomnych v lidském mléce.
S pfibyvajicim v€kem jejich podil v lidském gastrointestinalnim traktu klesa, ale zastupci rodu
Bifidobacterium jsou povazovani za velmi dilezité mikroorganismy, ktefi podporuji zdravi
jedince béhem celého zivota [9].

2.1.4 Rod Lactobacillus

Lactobacillus je rod grampozitivnich, fakultativné anaerobnich, nesporulujicich bakterii.
Zastupci  tohoto rodu jsou schopni metabolizovat monosacharidy glykolyzou
a fosfoketolazovou cestou. Obligatné homofermentativni bakterie metabolizuji hexozy
Embden-Meyerhof-Parnasovou drahou na pyruvat jako klicovy metabolicky meziprodukt,
vyslednym produktem je pouze kyselina mlécna. Obligatné heterofermentativni bakterie
metabolizuji hexdézy fosfoketolazovou drahou na pyruvat a acetylfosfat jako klicové
meziprodukty, vysledkem je vznik kyseliny mlé¢né, oxidu uhlicitého a ethanolu nebo acetatu.
Neékteré homofermentativni bakterie pfi omezeni glukozy, mohou metabolizovat jiné cukry,
napiiklad galaktézu, za produkce kyseliny mlécné, ethanolu, kyseliny octové
a kyseliny mravenc¢i. Pentdézy metabolizuji fosfoketolazovou drahou. V diasledku své
metabolické aktivity se bakterie rodu Lactobacillus nachazi prevazné v prostredi bohatém
na sacharidy, v€etné mléka, obilovin, rostlin, slizni¢nich povrchi zvifat a lidi [10,11].

K bfeznu 2020 roku rod Lactobacillus zahrnoval 261 druht. Prvni taxonomie laktobacilt
byla zaloZena na fenotypovych vlastnostech, véetné optimalni teploty rustu, vyuziti cukra
a produkce metabolitt, avSak v souCasné dobé pro stanoveni hranic novych bakterialnich druht
byly zavedeny hodnoty prumérné nukleotidové identity (ANI) gent sdilenych mezi dvéma
bakterialnimi genomy [12].

2.1.4.1 Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus rhamnosus je fakultativné anaerobni grampozitivni bakterie, ktera se bézné
vyskytuje v lidském gastrointestinalnim traktu a vaginalnim traktu. Tento druh byl izolovan
ze §irokého spektra prostiedi, vCetn€ mlécnych vyrobku, fermentovaného masa, ryby, zeleniny,
obilovin, odpadnich vod [12,13]. Probiotické kmeny tohoto druhu vykazuji antagonisticky
ucinek na rast stfevnich patogent Escherichia coli, Salmonella typhimurium a Shigella sonnei.
Zastupci rodu Lactobacillus rhamnosus mohou mit urCity preventivni a terapeuticky ucinek
na néktera zanétliva stfevni onemocneéni [14].

2.1.4.2 Lactobacillus pentosus
Lactobacillus pentosus je fakultativné heterofermentativni bakterie mlécného kvasSeni,

izolovana z nékolika druht syri vyrabénych pievazné tradicnimi postupy [15]. Tento druh
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bakterii ziskal své jméno diky schopnosti metabolizovat nejen glukozu, ale také pentozy [16].
Zastupci tohoto dtuhu maji vysokou odolnost viuci kyselinam. Lactobacillus pentosus muze
inhibovat  aktivitu ureazy a tim  puasobit proti  kolonizaci a  patogenezi
Helicobacter pylori — gramnegativni a mikroaerofilni bakterie, kterad se vyskytuje pfiblizné u
50 % svétové populace a je spojena s rozvojem gastrointestinalnich onemocnéni [17].

2.1.4.3 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum je primyslové vyznamna bakterie mlécného kvaseni, ktera
se vyskytuje ve fermentovanych potravinach, pekafském kvasu, olivach, fermentované
zelening, fermentovanych uzeninach, syrech, viné a silazich. Rada kmend tohoto druhu bakterii
ma probiotické vlastnosti. Lactobacillus plantarum patii mezi fakultativné heterofermentativni
bakterie [18]. Lactobacillus plantarum se pouziva k regulaci stfevni mikrobioty, pusobi
antimikrobialné proti patogennim bakteriim a reguluje stfevni pH [19]. Nékteré kmeny
Lactobacillus  plantarum jsou schopny produkovat karotenoidy, coz jsou barevné
tetraterpenoidy s antioxidacnimi vlastnostmi [20].

2.1.4.4 Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus delbrueckii je homofermentativni bakterie mlééného kvaseni, ktera produkuje
kyselinu D-mlé¢nou s vysokou optickou cistotou [21]. Lactobacillus delbrueckii zabraiuje
nadmérnému mnozeni bakterii Celedi FEnterobacteriaceae. Je to rozsahla Celed
gramnegativnich bakterii zahrnujici velké mnozstvi patogent, jako jsou Salmonella, Shigella
a patogenni kmeny FEscherichia coli [22]. Bakterie druhu Lactobacillus delbrueckii jsou
uzitecné pii 1éCbeé onemocnéni, jako je kolitida, obezita a uplavice cukrova [23].

2.1.5 Priznivé uéinky probiotik

Probiotika se obvykle pouzivaji k normalizaci nerovnovahy mikrobiomu, zlepSeni funkce
stfevni bariéry a ke kompetitivnimu vylouceni patogennich mikroorganismt. Nékteré kmeny
mohou mit specifictéjsi ucinky, jako je syntéza bioaktivnich latek nebo regulace imunitniho
systému. Probiotika jsou prokazatelné ucinna pii 1é€bé nekrotizujici enterokolitidy, ekzému
a laktézové intolerance. Probiotika by mohla potencialné snizit rizika infekci dychacich cest,
sepse, pooperacnich infekci, syndromu drazdivého tracniku, ulcerdzni kolitidy, koliky
a spojenych s uzivanim antibiotik prijmu [24]. Kromé pozitivniho vlivu na fyzické zdravi,
nékteré druhy probiotickych bakterii, jako je Lactobacillus helveticus a Bifidobacterium
longum, mohou snizovat symptomy deprese a uzkosti, ¢imz pozitivné ovliviiuji 1 psychické
zdravi [25].

2.1.6 Bezpecnost probiotik

Rada probiotik ma dlouhou zdokumentovanou historii bezpetného pouzivani, aviak mnozstvi
bakterii, které nazyvame probiotickymi, se neustale zvétSuje, a proto je nutné ovérovat jejich
zdravotni nezavadnost. Pfi hodnoceni bezpecnosti je tfeba zaprvé zjistit, zda je probioticky
kmen virulentni nebo toxinogenni. Napfiklad nékteré kmeny rodu Lactobacillus jsou schopné
tvofit biofilm, a proto mohou mit patogenni potencial a nejsou vhodné pro pouziti
v potravinach, dopliicich stravy a produktech osobni hygieny. Zadruhé je nutné zjistit, zda tento
typ bakterii maze prenaset geny antimikrobialni rezistence na patogenni bakterie. Bakterie rodu
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Lactobacillus jsou rezistentni vici vankomycinu, nicméné u lidi nebyl nikdy pozorovan zadny
klinicky dikaz prenosu antimikrobialni rezistence. DalSim potencialnim nebezpecim,
které probiotika predstavuji, je schopnost ovliviiovat funkce 1€k prostiednictvim enzymd,
avSak v soucCasné dobé nejsou k dispozici vyzkumy, provedené in vivo, které by to potvrdily.
Pritomnost takovych enzymi v probioticich a dukaz funkénosti in vitro nedokazuje,
ze by se tato rizika vyskytovala u hostiteli. Veskera tato rizika jsou akutni [24,26,27].

K moznym dlouhodobym rizikim patfi dlouhodoba kolonizace. To znamena, ze akutné
podany mikroorganismus je u hostitele detekovatelny jesté tydny nebo mésice po ukonceni
podavani. Mezi potencialni dopady patfi zména slozeni mikrobiomu a invazivni infekce.
Avsak tato rizika lze eliminovat: znalost profilu citlivosti konkrétniho probiotika na antibiotika
poskytuje strategii pro snizeni pocCtu probiotickych bakterii a snizuje tak riziko dlouhodobé
kolonizace [27].

2.2 Prebiotika

Védci Glenn Gibson a Marcel Roberfroid vroce 1995 poprvé zavedli a popsali pojem
,,Prebiotikum®. Prebiotikum definovali jako nestravitelnou slozku potravy, ktera selektivné
stimuluje rust a aktivitu omezeného poctu bakterii v tlustém stfeve, ¢imz zlepSuje zdravi
hostitele [28]. Aby byla latka povazovana za prebiotikum, je nezbytné, aby vyhovovala
nasledujicim kritériim: musi byt schopna dosdhnout tlustého stfeva a byt fermentovatelna
bakteriemi, které se tam nachazeji. Je nezbytné, aby fermentace konkrétni prebiotické latky
probihala za ucCasti omezeného poc¢tu druht prospésnych mikroorganismi a tim pfinasela
zdravotni prospéch hostiteli [29].

2.2.1 Zdroje prebiotik

Prebiotické tucinky mohou mit sacharidy, zejména fruktany inulinového typu,
galaktooligosacharidy a ¢asti vlakniny, napfiklad polyfenoly. Fruktany tvofi nejrozmanitéjsi
komercné dostupnou kategorii prebiotik, ktera zahrnuje nestravitelné polymery fruktdzy
a pozitivné ovliviiuje vstiebavani vapniku. Tyto slouceniny se vyskytuji v potravinach
rostlinného ptuivodu, vCetné kotene ¢ekanky, artyCoku, pSenice, cibule, chiestu, agave a bananu.
Galaktooligosacharidy se primyslové vyrabi enzymatickou hydrolyzou glykosidické vazby
obsazené v laktoze. Zdrojem polyfenola je nerozpustna ve vodé kakaova frakce, u niz bylo
na stfevnim modelu prokazano, ze vyrazné€ zvySuje pocCet bakterii rodu Bifidobacterium
a Lactobacillus [8,30].

2.2.2 Mechanismus pusobeni prebiotik

Jednou znejdilezitéjSich funkci prebiotik je zlepSeni vstfebavani vapniku. Fermentace
prebiotik sacharolytickymi mikroby vede k produkci mastnych kyselin s kratkym fetézcem,
a v dusledku ke snizeni stfevniho pH. Pfedpoklada se, ze vétsi kyselost v tlustém stieveé
zabrafiuje interakci vapniku s negativné nabitymi metabolity, jako je naptiklad Stavelan.
Stavelan vapenaty se z potravy téméf nevstiebava, a proto uvolnéni vapniku z t&chto molekul
zvySuje dostupnost minerdlu pro vstiebavani a naslednou mineralizaci kosti. Tento
mechanismus je vizualizovan na Obrazku 1 [30,31].
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Obrazek 1: Mechanismus viivu prebiotik na vstrebdvani vipniku, upraveno podle [30]

2.3 Synbiotika

Synbiotikum je smés obsahujici zivé mikroorganismy a selektivné vyuzivany substrat,
ktera prinasi hostiteli zdravotni prospéch. Dfive synbiotika byla jednoduse definovana jako
kombinace probiotik a prebiotik a vyzadovalo se, aby kazda z téchto slozek samostatné
poskytovala zdravotni vyhody. Podle soucasné definice, pokud smés poskytuje zdravotni
prospéch, 1 kdyz jedna ze slozek smési neni sama o sob& ucinnd, lze smés povazovat
za synbiotikum [31,32].

Existuji dva typy synbiotik: synergickd a komplementarni. Synergickd synbiotika
predstavuji kombinaci probiotik s takovym prebiotikem, ktery je mikroorganismem vyuzivan
selektivné, coZ ma za nasledek zmenSeni rustu nezadoucich a podporu rustu prospésnych
mikroorganismii. Komplementarni synbiotika se skladaji z kombinace probiotika s nezavisle
pusobicim prebiotikem [32].

2.3.1 Aplikace synbiotik

Synbiotika jsou Siroce pouzivany k 1é¢b€ a prevenci onemocnéni zpusobenych dysbalanci
sttevniho mikrobiomu. Studie naznacuji, ze synbiotika jsou schopnd inhibovat Skodlivé
bakterie kompetitivnim vylou¢enim a podporovat rovnovahu mikrobiomu udrzovanim
optimalni hodnoty pH, produkci dilezitych metaboliti a podporou obnovy stfevni slizni¢ni
bariéry. Existuji dikazy, ze pfijem synbiotik pozitivné ovliviiuje zdravotni stav pacientd
s chronickym onemocnénim ledvin, prijmem a metabolickym syndromem. Pfiznivé ucinky
synbiotik byly také rozsahle studovany u dribeze a vodnich zivocicht. Od roku 2012 je zvySena
tendence aplikace synbiotik v akvakultufe, protoze maji pfiznivy dopad na rust, prirastek
hmotnosti a imunostimulacni G¢inky u vodnich organismi [32,33].
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2.4 Postbiotika

Postbiotikum je pripravek z inaktivovanych mikrobialnich bunék a/nebo jejich slozek, ktery
poskytuje hostiteli zdravotni prospéch. Jelikoz postbiotika jsou nezivé mikroorganismy, které
ztratily schopnost reprodukce a replikace DNA, pfi jejich pouzivani neexistuji rizika
genetickych mutaci nebo dlouhodobé kolonizace. Pouziti nezivych postbiotik muaze byt
bezpecnéjsi alternativou zejména pro imunodeficitni pacienty a kojence, protoze pii pouzivani
zivych kmenti u nékterych skupin pacientd se mohou objevit rizika mikrobialni translokace
a infekce. Nicméné k potvrzeni bezpecnosti a G¢innosti probiotik je tieba provést dalsi studie
na lidech [31,34,35].

Misto pasobeni postbiotik neni omezeno pouze na stievo. Postbiotika mohou byt aplikovana
také v ustni dutin€, vagin€ nebo na kazi. Velké mnozstvi existujicich postbiotik zahrnuje nezivé
kmeny patfici k Celedi Lactobacillaceae nebo rodu Bifidobacterium. AvSak postbiotikum
nemusi byt odvozeno z probiotika, aby jeho inaktivovand verze byla povazovana
za postbiotikum. Mezi hlavnimi vyhody postbiotik patfi to, ze inaktivované mikrobialni buiky
si mohou udrzet stabilitu béhem prumyslového procesu a skladovani, diky cemuz maji vétsi
aplikacni potencial nez probiotika, protoze beéhem zpracovani je mozné kontrolovat piesné
mnozstvi postbiotik ve vyrobcich. Mezi potencialni rizika postbiotik patii uvoliiovani toxickych
metabolitti nebo substratu z jiz mrtvych bunék [31,34].

Predpokladané ptiznivé ucinky probiotik zahrnuji: modulaci rezidentni mikrobioty, posileni
funkci epitelialni bariéry, modulaci lokélnich a systémovych imunitnich reakci a modulaci
systémovych metabolickych reakci. Slozky postbiotik, véetné exopolysacharidd, teichoovych
kyselin, lipoteichoovych kyselin a riznych metabolitti, maji pfiznivé ucinky na zdravi stieva,
zejména prostiednictvim inhibice patogenu, posileni funkce stievni bariéry a mechanismu
imunoregulace. Postbiotika také mohou modulovat mikrobiotu neptimo, napfiklad tim, ze maji
ve svém slozeni kyselinu mlécnou, ktera mize byt metabolizovana nékterymi ¢leny mikrobioty,
coz vede ke vzniku mastnych kyselin s kratkym fetézcem a butyratu, které maji prospéSnou
funkci. Postbiotika mohou také soutézit s rezidentnimi mikroorganismy o adhezivni mista,
pokud postbiotika poskytuji adheziny, které ztstavaji po zpracovani neporusené [31,35].

2.4.1 Parametry pro inaktivaci

Technologie mikrobialni inaktivace je nezbytnym procesem pripravy postbiotik, proto je
dulezity spravny vybeér inaktivacni technologie a kontrola zmeén bioaktivity bakterii pfi raznych
inaktivacnich procesech. K inaktivaci mikroorganismu, které budou pouzity jako postbiotika
se pouzivaji rizné technologie, napiiklad aplikace extrémnich teplot, pasobeni vysokého tlaku
a doba vystaveni kysliku pro striktn€ anaerobni mikroorganismy. Pri aplikaci Setrn€jSich metod
usmrcovani bunék v konecném produktu stale muze byt piitomno malé mnozstvi
zivotaschopnych bunék. Na druhou stranu extrémni inaktivacni podminky uréené k dosazeni
uplné inaktivace by zaroven mohly negativné ovlivnit nutricni, fyzikalni nebo senzorické
vlastnosti produktu. Sou€asna studie prokézala, ze mirna teplota zahiivani (pod 100 °C) nema
vyznamny vliv na antioxidacni a protizdnétlivou aktivitu né€kterych druhu postbiotik, ale
nadmeérna teplota zahtivani (121 °C) vyznamné snizuje antioxidacni aktivitu postbiotik [31,36].
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2.5 Dutina astni

Anatomie dutiny Gstni zahrnuje rty, gingivobukalni sliznici, horni a dolni alveolarni hiebeny,
zuby, dolni Gelist, jazyk (piedni dvé tfetiny) a tvrdé patro [37]. Ustni dutina poskytuje vhodnou
teplotu, vlhkost a ziviny, jako je cukr v potrave, proteiny slin a gingivalni krevikularni tekutina,
coz jsou idealni faktory pro rdst a mnoZzeni bakterii, plisni, virQ, archei a prvoka. Zuby,
gingivalni sulcus, pfipojena gingiva, jazyk, rty a jiné Casti dutiny ustni jsou perfektnim
povrchem pro kolonizaci bakterii. Zuby jsou navic jedinym pfirozenym povrchem v lidském
téle, ktery se neobnovuje jako kiize nebo jiné tkané v téle, a proto zuby jsou vhodnym
prostiedim pro rozsahlou tvorbu biofilmu a kolonizaci mikroorganismu. To plati i pro syntetické
materialy, jako jsou zubni nahrady, vyplné, fixni protetika, zubni protézy a implantaty [38].

2.5.1 Slina a jeji funkce v dutiné ustni

Sliny jsou dulezitou soucasti ustni dutiny. Sliny produkuji tfi pary hlavnich slinnych Zlaz
(ptiusni, podcelistni a podjazykova). Kazdy den ¢lovek spolkne pfiblizné 1,5 litru slin spolu
s miliony ustnich mikrobt. Sliny obsahuji Sirokou Skalu proteind, které jsou pro tuto tekutinu
jedinecné a které maji biologické funkce zvlasté dulezité pro zdravi UGstni dutiny. Mnohé
z téchto proteind obsahuji vysoké mnozstvi prolinu, az 40 %. Sliny usnadfiuji odstranovani
Castic potravin z ustni dutiny a zasobuji bakterie zivinami pro jejich rust a metabolické procesy
prostfednictvim enzymatického rozkladu skrobu z potravy a bakterialniho metabolismu slozek
slin, predevs§im glykoproteind. Slinné muciny maji schopnost vazat mikroorganismy,
¢imz brani jejich adherenci a kolonizaci [38,39,40].

2.6 Oralni mikrobiom

V ustni dutiné se nachazi vice nez 700 druhti mikroorganismu: bakterie, archea, houby, prvoci
a také viry. Kazdy druh hraje svou specifickou roli a silné€ interaguje s ostatnimi druhy
a hostitelem. Tato komplexni mikrobiota kolonizuje zuby, protetické povrchy a slizni¢ni
povrchy. Sliny také obsahuji obrovské mnozstvi oralnich bakterii a slinnd mikrobiota je
stabilngji nez mikrobiota zubniho plaku. Ustni mikrobiom lze rozdélit na zakladni mikrobiom
a variabilni mikrobiom. Zakladni mikrobiom je podobny u vSech jedinci. Variabilni mikrobiom
se u jednotlivych jedinca li§i v zavislosti na jedinecném zivotnim stylu a fenotypovych
a genotypovych vlastnostech [41,42].

Spatny Zivotni styl, koufeni, piti alkoholu, konzumace palivych potravin a piijem antibiotik
mohou vést k naruseni rovnovahy oralni mikrobioty hostitele. To muze zpusobit fadu
infek¢nich onemocnéni Ustni dutiny, véetné zubniho kazu, apikalni periodontitidy a fady jinych
parodontalnich onemocnéni. Kromé toho, stale vice dikazl potvrzuje souvislost mezi Gstnim
mikrobiomem a systémovymi onemocnénimi &lovéka. Ustni mikrobiota je také spojena
onemocnénimi traviciho traktu, rakovinou, kardiovaskularnimi chorobami, Alzheimerovou
chorobou, cukrovkou, revmatoidni artritidou a pfed&asnym porodem. Ustni mikrobiota je proto
povazovana za potencialni biomarker lidskych onemocnéni [41,43].
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2.6.1 Zakladni slozeni oralniho mikrobiomu

Mezi hlavni rody s nejvétSim zastoupenim v ustni duting€ patii: Streptococcus, Prevotella,
Haemophilus, Rothia, Neisseria a Fusobacterium. V ustni dutiné se nachédzi 11 prostredi,
pfirozenych pro rizné mikroorganismy: tvrdé patro, hibet jazyka, sliny, patrova mandle, krk,
bukalni sliznice, keratinizovana gingiva, supragingivalni a subgingivalni plak, zubni protézy
a rty. V Tabulce 1 jsou uvedeny dominantni mikroorganismy pro jednotlivé ¢asti dutiny
ustni [41].

Tabulka 1: Zastoupeni dominantnich mikroorganismii v usmi dutiné [41]

Cast ustni dutiny Dominantni mikroorganismus
Tvrdé patro Streptococcus, Pasteurellaceae, Veillonella, Prevotella, Lactobacillales
Hibet jazyka Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Pasteurellaceae, Actinomyces
Sliny Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Pasteurellaceae
Patrova mandle Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Pasteurellaceae, Fusobacterium
Krk Streptococcus, Veillonella, Prevotella, Pasteurellaceae, Actinomyces,

Fusobacterium, Lactobacillales

Bukalni sliznice Streptococcus, Pasteurellaceae, Gemella

Keratinizovana gingiva Streptococcus, Pasteurellaceae

Streptococcus, Capnocytophaga, Corynebacterium, Pasteurellaceae,

Supragingivalni plak Neisseriavede
Subgingivalni plak Streptococcus, Fusobacterium, Capﬁocylophaga, Prevotella,
Corynebacterium
Zubni protézy Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
Rty Streptococcus, Candida albicans

2.6.2 Vliv mikrobiomu ustni dutiny na vybrana onemocnéni

Komplexni rovnovaha mezi druhy, které v ustni dutiné ziji, je zodpovédna za udrzeni zdravého
stavu dutiny 0stni a celkového zdravi jedince. Potencialné nebezpecni bakterie, piedevsim
kariogenni a parodontopatické, mohou vyskytovat i u zdravého ¢lovéka v disledku prenosu
prostfednictvim slin od blizkych partnerd, ale jejich hladiny by mély byt extrémné nizké
ve srovnani s prospéSnymi nebo zdravotné nezdvaznymi bakteriemi. Pfi onemocnéni dochazi
ke zvySeni poc¢tu a podilu potencialné nebezpecnych mikroorganismua a k dysbioze. To muze
byt dasledkem fyziologickych zmén (k tomu patii vék, hormonalni zmény béhem pubertu
a t€hotenstvi) nebo modifikovatelnych faktori (Spatné tstni hygieny, koufeni, nevhodné stravy
a uzivani antibiotik) [44].

2.6.2.1 Zubni kaz

Zubni kaz je lokalni destrukce tvrdych zubnich tkani: skloviny a dentinu. Toto je disledkem
fermentace sacharidi na organické kyseliny, které snizuji pH dutiny ustni, coz vede
k demineralizaci povrchu zubd. Nasledkem je dysbidza, vyvolana zmenSenim poctu bakterii,
které netoleruji kyselé pH. Rovnovazny stav oralni mikrobioty zajiSt'uje neutralizace vzniklych
kyselin prostfednictvim katabolismu slinnych proteina a glykoproteinii. Béhem dne biofilm
prochazi né€kolika cykly pH, coz vede ke konstantni remineralizaci a demineralizaci skloviny.
Avsak v pfipadé, ze existuje pfiliS mnoho rizikovych faktorG (napf. nedostateCny cas
na neutralizaci pH v dusledku zvySeného poctu kyselinotvornych bakterii, nizké mnozstvi
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fluoridli, vapniku a fosfatll), demineralizace pfevazi nad remineralizaci a vede ke ztraté
mineralt a naruSeni zubni skloviny [44,45].

2.6.2.2 Rakovina

Oralni mikrobiota je tésné spojena se vznikem rakoviny. Pacienti trpici periodontitidou maji
2-5krat vyssi riziko onemocnéni rakovinou nez zdravi jedinci. Bylo prokazano, ze nékteré
druhy ustnich bakterii, zejména Porphyromonas gingivalis a Fusobacterium nucleatum, maji
karcinogenni potencial nékolika riznymi mechanismy. Mohou inhibovat apoptozu, aktivovat
bunécnou proliferaci, vyvolavat chronicky zanét a pfimo produkovat karcinogeny [46].

Karcinom jicnu je Sestou nejcastéjsi pfiCinou imrti na rakovinu na svété. Nejnove)si studie
ukézala, ze bakterie v ustni dutiné mohou zvySovat riziko vzniku rakoviny jicnu.
Porphyromonas gingivalis byl nalezen v 61 % nadorovych tkani, ve 12 % pfilehlych tkani
a v 0 % normalni sliznice jicnu. Rakovina slinivky bfisni je ¢tvrtou nejcastéjsi piicinou imrti
na rakovinu. Ustni patogeny, zejména Porphyromonas gingivalis a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, byly spojeny s vysokym rizikem rakoviny slinivky bfisni. Mikrobialni
bunky se z biofilmu uvoliiuji pies epitel a §ifi se systémove krevnim obéhem. Nékteré z bakterii
izolovanych z pankreatickych tkani byly c¢leny oralniho mikrobiomu. Porphyromonas
gingivalis ma schopnost uniknout odpovédi hostitele, narusit vrozenou imunitu a podpofit
pfemeénu ze symbiotického stavu na dysbioticky [41].

2.6.2.3 Srdecni choroby

Studie prokazala, ze existuje souvislost mezi bakterialnimi onemocnénimi dutiny ustni
(napt. parodontalnimi onemocnénimi) a ischemickou chorobou srdecni. Pfitomnost
Aggregatibacter actinomycetemcomitans v subgingivalnim plaku témer dvojnasobné zvysuje
riziko vzniku stabilnich forem ischemické choroby srde¢ni. Do skupiny potencialné
nebezpecnych bakterii patii také Campylobacter rectus, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens [41].

2.6.2.4 Pneumonie

Bakterie z dutiny, které pronikaji do plic, jsou vylu€ovany prostfednictvim fasinek a kasle.
Nejcastéji ve zdravych plicich jsou pfitomny bakterie rodd Streptococcus, Prevotella
a Veillonella, avsak pocet mikroorganismd na urcitou jednotku plochy v plicich je tisickrat
mensi nez hustota mikroorganismi v ustni dutin€. Kvuli nedodrzovani Gstni hygieny se v tstni
dutin€ snadno kolonizuji patogeny véetné Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa.
Vdechnutim by se tyto bakterie mohly dostat do dolnich cest dychacich, ¢imz by se zvysilo
riziko pneumonie [41].

2.6.3 Vliv probiotik na oralni mikrobiom

V soucasné dobé probiotika jsou bézn€ pouzivana k prevenci chorob, zpiisobenych poruchami
rovnovahy oralniho mikrobiomu, jako jsou zubni kaz, periodontitidy, zanét dasni a rakovina
dutiny ustni. Probiotika pisobi tak, ze kontroluji tvorbu plaku a zabrafiuji naruSeni mikrobialni
rovnovahy. Existuje n€kolik mechanismi interakce probiotickych bakterii s patogennimi
bakterii v ustni dutiné: pfima interakce, kompetitivni vylouceni a nepfimé pusobeni. Pfima
interakce zahrnuje inhibice adheze a kolonizace patogentd, zabranéni tvorby biofilmu.
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Kompetitivni vylouceni predev§im znamend, ze probiotické druhy budou soutézit o ziviny
s patogeny. Nepiimé pusobeni zahrnuje modulace systémové imunitni funkce [41,47].

2.6.3.1 Vliv probiotik na zubni kaz

Bakterie Streptococcus mutans se podili na vzniku zubniho kazu u hostitele. Pfi pravidelném
uzivani probiotik obsahujicich Lactobacillus fermentum dochéazi k podstatnému snizeni poctu
Streptococcus mutans, to nasledné mize prispét k prevenci zubniho kazu. Bylo prokazano,
ze Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus reuteri jsou schopné
inhibovat tvorbu biofilmu Streptococcus mutans. Lactococcus lactis se dokazal u€inné zaclenit
do ustniho mikrobiomu a inhibovat rist Streptococcus sobrinus — dalsiho ptivodce zubniho
kazu [47,48]. Tato zjiSténi mohou pomoci fesit problém zubniho kazu u déti v pfedskolnim
véku. Studie, které se zucastnilo 261 déti ve véku od dvou do tii let, ukazala, ze mléko
obohacené bakteriemi Lactobacillus rhamnosus vyznamné snizuje riziko vzniku zubniho
kazu [49].

2.6.3.2 Vliv probiotik na periodontitidu

Dysbidza oralniho mikrobiomu muze vést ke zvySeni poctu kariogennich bakterii, coz muze
vest nejen k primarnimu a sekundarnimu kazu, ale také bez v¢éasné 1écby muze zpiisobit zanét
podpurnych tkani zubti, vedouci k periodontitidé. Periodontitida je celosvétove druhou piicinou
ztraty zubu. Pfi¢inou choroby je neléCeny zanét dasni souvisejici s hromadénim bakterialniho
plaku. To miize vést k ireverzibilni ztraté parodontalniho uponu a resorpci kosti. Mezi faktory,
které zvySuji riziko periodontitidy, patii: uplavice cukrova, snizeni poctu leukocyta, koufeni
auzivani drog. Studie potvrzuji efektivitu aplikaci Lactobacillus reuteri spolu s nechirurgickou
parodontalni terapii jako prevence periodontitidy v souvislosti s vyznamnym sniZzenim
patogennich bakterii [50,51].

2.6.3.3 Vliv probiotik na halitozu

Halitéza neboli neptijemny zapach z st je problém, ktery trapi velkou cast dospélé populace.
Prevazna vétSina pricin zapachu z Gst se tyka ustni dutiny, pficemz prevazujicimi faktory jsou
gingivitida, periodontitida a povlak na jazyku. Zapach z ust je uvadén jako varovny piiznak
periodontitidy. Existuje dostatek dikazt, které naznacuji, Zze parodontalni onemocnéni zvysuje
zavaznost zapachu z ust a produkci tékavych sirnych sloucCenin. Nicméné se i u Casti
parodontalné zdravych jedinct vyskytuje halitoza [52,53].

V roce 2016 bylo publikovano studium, jehoz cilem bylo testovani ucinnosti aplikace
Lactobacillus reuteri a Lactobacillus salivarius ve formé ustni vody a subgingivalniho podani
u pacientl s chronickou periodontitidou a halitozou. Lactobacillus reuteri produkuje reuterin
(3-hydroxypropanal), coz je antimikrobialni latka schopna inhibi¢ni ptsobit na fadu bakterii,
veetné Porphyromonas gingivalis, ktera je hlavni pfi¢inou chronického onemocnéni désni.
Jedna se o randomizovanou, placebem kontrolovanou studii zahrnujici 32 systémoveé zdravych
pacientil s chronickou periodontitidou. Testovana skupina dostavala subgingivalni podani
probiotik a pouzivala probiotickou ustni vodu, a kontrolni skupina dostavala subgingivalni
podani placeba a placebo ustni vody po dobu 15 dnt. U obou skupin doslo k vyznamnému
zlepSeni parametru halitozy hodnocenych pomoci organoleptického skore. Testovana skupina
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vykézala statisticky vyznamné zlepSeni ve srovnani se skupinou, pouzivajici placebo. ZlepSeni
muize byt zpisobeno snizenim poctu bakterii, jako jsou Porphyromonas gingivalis a Tannerella
Jforsythia, coz jsou hlavni organismy podilejici se na produkci tékavych sirnych sloucenin.
Probiotika pouzita ve formé ustni vody mohla uc¢inné potlacit mnozeni patogennich bakterii
z Gst a prispét k lepSim vysledkiim u testované skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou [52].

2.7 Metody identifikace probiotickych mikroorganismu

Historicky se k identifikaci bakterii pouzivaly fenotypové metody. Taxonomie se po mnoho
desetileti do zna¢né miry opirala o viditelné vlastnosti mikroorganismu, typ fermentace cukra
a alkoholtl, pozorovani rastu kolonii na riznych médiich a za riznych hodnot pH, vyuziti zdroja
uhliku, enzymovy profil. Dilezitou metodou identifikace mikroorganismi bylo barveni podle
Grama. Prestoze fenotypové metody piispivaji k lep§imu pochopeni metabolismu sacharid,
bilkovin a lipidd, na zakladé pouze téchto udaju je tézké rozhodnout o taxonomicke klasifikaci
na urovni druhu ¢i poddruhu probiotickych mikroorganismu. Napiiklad pro bakterie rodu
Bifidobacterium schopnost fermentovat urcité sacharidy je charakteristicka spiSe pro kmen nez
pro druh, a proto je presna identifikace druhli pouze na zakladé metabolismu cukri velmi
komplikovana. Nicméné vétSina téchto technik poskytuje cenné informace o testovanych
vzorcich a maze byt uspésné aplikovana v mikrobiologickych laboratotich [54,55].

Genotypové metody umoznuji identifikaci velkého mnozstvi diive neznamych taxont
a charakterizaci nekultivovatelnych bakterii. Kromé toho Siroké pouzivani a dostupnost
molekularnich metod pro genotypizaci bakterii vedlo k vysoce vykonné analyze, presnéjSim
vysledkim a rychlej§imu Casu zpracovani. Tyto metody sahaji od relativné jednoduchych
pfistupt zalozenych na amplifikaci DNA, jako je PCR, az po slozitéjsi metody zalozené
na sekvencovani gena [55].

2.8 DNA

25 dubna 1953 roku James Watson a Francis Crick publikovali ve svém ¢lanku model struktury
DNA. Ve své publikaci védci popsali strukturu DNA jako dva polynukleotidové fetézce,
z nichz kazdy je stoCen kolem stejné osy. Oba fetézce se Sroubuji vpravo a jsou antiparalelni.
Védci zjistili, ze se k sobé mohou vazat pouze urCité pary bazi. Témito pary jsou: adenin
s tyminem a guanin s cytosinem. Baze jsou orientovany dovnitf a spojeny mezi sebou
vodikovymi vazbami, pfi¢emz adenin sthyminem spojuji dvé vodikové vazby, a guanin
s cytosinem — tfi. Kromé vodikovych vazeb, stabilitu DNA ve vodnych roztocich zajistuji
hydrofobni a hydrofilni interakce, jelikoz mezi pary bazi nad sebou uplatiiuji hydrofobni
interakce, a cukr-fosfatova kostra je hydrofilni. Popis struktury molekuly deoxyribonukleové
kyseliny vedl k lep§imu pochopeni jeji funkci a taky se stal zakladem pro pochopeni toho, jak
ji l1ze izolovat a analyzovat [56,57,58].

2.8.1 Izolace a purifikace DNA

Predchazejicim krokem vétS§iny metod analyzy DNA je izolace a oddéleni od ostatnich
bunéénych slozek, které mohou rusit dalsi stanoveni. Volba izolacni metody predevsim zavisi
na pozadované koncentraci a Gistoté DNA. Uspé&$na purifikace nukleovych kyselin obecnd
vyzaduje Ctyfi dalezité kroky: acinné naruSeni bunék, denaturaci nukleoproteinovych
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komplex, inaktivaci nukleaz a zabranéni kontaminaci. Cilova nukleova kyselina by neméla
obsahovat kontaminanty vcetné bilkovin, sacharidd, lipidi nebo jinych nukleovych kyselin.
Koncentrace a Cistota izolované DNA bude ovliviiovat vysledky navazujicich experimentu
[59,60].

2.8.1.1 Lyze bakterialnich bunék

Cilem lyze bun€k je naruseni bunécné stény a uvolnéni vnitiniho obsahu bunék. Stény
bakterialnich bunek se obvykle rozrusi enzymaticky. Bakteriolytické enzymy vyvolavaji lyze
bakterialnich bunék v disledku $tépeni peptidoglykanu — zakladni strukturni slozky bunécné
stény. NejpouzivangjSim enzymem pii enzymatickém S§tépeni bunétné stény je lysozym.
Lysozym je stabilizovan ¢tyfmi disulfidovymi vazbami mezi osmi cysteinovymi zbytky svého
polypeptidového fetézce. Lysozym hydrolyzuje glykosidickou vazbu mezi kyselinou
N-acetylmuramovou a N-acetylglukosaminem v peptidoglykanu. U grampozitivnich bakterii
vrstva peptidoglykanu silna, proto lysozym efektivnéji lyzuje grampozitivni bakterie [59,61].

2.8.1.2 Metody izolace DNA

Klasickym a nejpouzivan€j§im zpuisobem izolace DNA je izolacni protokol, zalozeny na fenol-
chloroformové extrakci. Tato metoda efektivné odstrariuje proteiny a nepolarni bunécné slozky
z lyzatd. Obvykle se pouziva fenol a smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1
pro dosazeni Uplné inaktivace RNazy a snizovani pénéni mezi fazemi. Tyto organické latky jsou
nemisitelné s vodou, a proto po piidani do vodného prostredi, obsahujictho bunécny lyzat,
vznika dvoufazova emulze. Tato emulze se po centrifugaci rozdéli na dvé faze: horni vodni fazi
obsahujici DNA a spodni organickou fazi tvofenou organickymi rozpoustédly a hydrofobnimi
bunécnymi slozkami. Na fazovém rozhrani mezi témito fazemi bude vrstva vysrazenych
denaturovanych proteinti. K odstranéni zbytka fenolu z vodné faze je nutné nasledné pridat
chloroform. Déale se DNA vysrazi 100% ethanolem za snizené teploty a za pfitomnosti 3M
roztoku octanu sodného. Roztok se odstfedi a prebytec¢na sul se proplachne 70% ethanolem.
Po odstranéni ethanolu se DNA rozpusti v pufru, obsahujicim EDTA — inhibitor aktivity
nukleaz. Tato metoda je efektivni a dostupnd, ale ma své nevyhody: je Casové narocna, zahrnuje
pouziti nebezpeCnych organickych rozpoustédel a vyzaduje prenos vzorkli mezi vice
zkumavkami, coz zvyS§uje riziko chyby nebo kontaminace [59,62,63].

Kromé fenol-chloroformové extrakce existuji i dalsi metody izolace, které zavisi na typu
DNA nebo vzorku. Napfiklad alkalicka denaturace se pouziva k oddéleni plazmidu
od chromozomové DNA. Pti zvySeni pH na hodnotu kolem 12 dochézi k pferuseni vodikovych
vazeb, oddéleni linearnich fetézci a denaturaci chromozomové DNA, ktera je v bunécnych
lyzatéch pritomna v podobé linearnich fragmentd. Plazmidova DNA neztraci své
nadSroubovicé usporadani béhem lyze, a proto po snizeni pH jeji pivodni struktura se obnovi
a zustane v roztoku, ze kterého zbytky chromozomové DNA jsou odstranény centrifugaci [59].

2.8.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Kvantifikace presného mnozstvi DNA ve vzorku je velmi dilezita pro celou fadu aplikaci
v molekularni biologii. Standardni metodou kvantifikace nukleovych kyselin je UV
spektrofotometrie. Princip této metody spociva v tom, ze molekula DNA se sklada

19



z nukleovych kyselin, obsahujicich konjugované dvojné vazby ve svych purinovych
a pyrimidinovych bazich, které maji absorpéni maximum pii 260 nm. Intenzita absorbance
pii této vinové délce je umérnd koncentraci nukleové kyseliny. Diky témto fyzikalnim
vlastnostem lze stanovit koncentraci nukleové kyseliny ve vzorku. Pro ziskani tidaju o Cistoté
vzorku je nutné analyzovat poméry absorbance pifi 260/280 nm a 260/230 nm. DNA, ktera ma
pomer Azeo/Azgo v rozmezi 1,7-2,0 je povazovana za vyhovujici, nicméné ¢ista DNA méa pomér
1,8. Nizsi hodnota muZze byt zpisobena kontaminaci bilkovinami nebo fenolem, a vyssi
hodnota — pfitomnosti RNA ve vzorku. Pro pomér Azs0/A230 plati, ze hodnota vyssi nez 1,5
znamena, ze DNA ma vyhovujici kvalitu [64,65].

29PCR

V roce 1985 americky biochemik Kary Banks Mullis pfedstavil koncept polymerazové fetézové
reakce (PCR) jako uc¢innou metodu amplifikaci definovaného useku DNA in vitro. Vyvoj PCR
znamenal vyznamny krok vpred v molekularni biologii a od té doby PCR se stala zakladni
metodou umoziuyjici fadu vyzkumnych a diagnostickych aplikaci. Princip PCR je zalozen
na opakujicich se cyklech enzymové syntézy novych fetézca vybranych useku analyzované
DNA. Syntéza probiha ve sméru 5'—3'. PCR je nezbytnou dvojice sekvencné specifickych
oligonukleotidi — primerd. Primery maji podobnou teplotu tani (zpravidla v rozmezi 55-65 °C),
nejsou vzajemné komplementarni a kazdy z nich se obvykle sklada z cca 18-24 nukleotidu.
Kromé primeri pro PCR jsou nutné: cilova DNA, ktera slouzi jako templat pro reakci,
termostabilni DNA polymeraza, izolovana z termofilnich mikroorganismt, smés Ctyf
deoxyribonukleotidi, PCR voda a vhodny pufr, obsahujici hofe¢naté ionty. PCR se provadi
v termocykleru a zacina se z Uplné pocatecni denaturace DNA pti 94-97 °C po dobu 2—5 min.
Po uplné denaturaci nasleduji tfi hlavni kroky: denaturace dvoufetézovych molekul DNA
pii 92-95 °C, pripojeni primeru pii 50-65 °C a syntéza novych fet€zcti DNA-polymerazou pfi
65-75 °C. Tyto kroky se opakuji 30—40 cykll. Vysledkem je az miliarda kopii vybraného useku
cilové DNA. Pro uspésné provedeni PCR je nutné optimalizovat podminky reakce, jako jsou
teplotni rezim a doba trvani jednotlivych kroka, pocet cykli a koncentrace jednotlivych slozek
smési [59,66,67].

2.9.1 Varianty a modifikace PCR

Od roku 1985 byl standardni postup polymerazové retézové reakce mnohokrat modifikovan
v zavislosti na rdznych aplikacich. Upravy PCR umoziiuji dosaZeni specifickych
experimentalnich cilt, jako je zvySena vytéznost, zlepSena specifi¢nost nebo rychlejsi analyza.
Nejvyznamnéj§i modifikaci polymerazové reakce byla PCR v realném case, ktera umoziiuje
kvantitativni stanoveni produktu PCR v prabéhu amplifikace. Dulezitou z hlediska snizeni
rizika vzniku nespecifickych produkti je PCR shorkym startem. Kromé toho Siroce
pouzivanymi jsou zpétnd PCR (RT-PCR) a mnohonasobna PCR. RT-PCR umoznuje
amplifikace RNA, pfevedenim ji na cDNA zpétnou transkriptizou. Mnohonasobna PCR
se pouziva k amplifikaci vice cilovych usekit DNA v jedné PCR, coz umoziiuje jejich soucasnou
analyzu [59,68].
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2.9.1.1 Kvantitativini PCR v redlném case

Prelomovym krokem v oblasti polymerazové fetézové reakce bylo zavedeni konceptu
monitorovani amplifikace DNA v realném Case pomoci sledovani fluorescence. B€hem prubéhu
gqPCR v realném case fluorescence se méfi po kazdém cyklu a intenzita fluorescencniho signalu
odrazi aktualni mnozstvi amplikonti ve vzorku v daném cCase. V pocateCnich cyklech je
fluorescence piilis nizka na to, aby ji bylo detekovat. Bod, kdy intenzita fluorescence vzroste
nad detekovatelnou aroven se nazyva Ct bod. Tato hodnota udava, kolik cykli bylo potieba
k detekci skutecného signalu ze vzorkd a umoziuje stanovit absolutni mnozstvi cilové DNA
ve vzorku podle kalibracni kfivky, sestavené ze sériove fedénych standardnich vzorkt, pficemz
¢im vy$si bude mnozstvi ptivodniho templatu, tim nizsi bude hodnota Ct a tim vétsi bude pocet
cilové sekvence [59,69].

Hlavni vyhody qPCR spocivaji v tom, ze tato metoda umoziuje rychlou a vysoce kvalitni
detekci a kvantifikaci cilovych sekvenci DNA. Soucasné provedeni amplifikace a vizualizace
noveé vytvorenych amplikont DNA je mnohem rychlejsi nez provedeni konvencni PCR,
po které nasleduji detek¢ni techniky. Kromé toho je qPCR bezpetnéjsi z hlediska eliminace
kiizové kontaminace, protoze po amplifikaci neni nutna dal$i manipulace se vzorky [59,69].

2.9.1.2 PCR s horkym startem

PCR shorkym startem muze vyrazné€ zlepSit specificnost, citlivost a vytéznost PCR.
Nespecificka amplifikace a tvorba dimerd primerd béhem PCR jsou stale nejzavaznéjSimi
problémy, pokud je reakcni smes piipravena pii pokojové teploté, protoze 7ag polymeraza je
aktivni a primery mohou hybridizovat nespecificky. Obecné existuji tfi techniky pro provadéni
PCR s horkym startem. Prvni spociva v zadrzeni jedné z kli€ovych slozek, jako jsou dNTP,
primery, Mg?* nebo DNA polymeraza, dokud reakéni smés nedosahne pozadované zvysené
teploty. Druhou technikou je doCasné zablokovani aktivity DNA polymerdzy pomoci
chemickych modifikaci nebo pouzitim protilatek. Tretim pfistupem je pouziti chemicky
modifikovanych oligonukleotidovych primera a dNTP [70,71].

2.9.2 Detekce produktu PCR

Nejpouzivanéjsi metodou detekce produkti PCR je gelova elektroforéza. Elektroforéza
v agarozovém Ci polyakrylamidovém gelu je pomérné jednoducha metoda, kterd se bézné
pouziva k hodnoceni uspésnosti PCR reakce. Principem elektromigracnich technik je separace
v disledku pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli. Zaporné nabité fosfatové skupiny jsou
pficinou, pro¢ nukleové kyseliny pohybuji v elektrickém poli smérem k anodé€. Fragmenty
nukleovych kyselin jsou oddéleny podle své délky, pficemz mens$i fragmenty migruji rychleji.
Pridanim barviva nebo interkala¢niho Cinidla, jako je ethidium bromid, lze tyto fragmenty
vizualizovat pod ultrafialovym svétlem. K ur€eni velikosti fragmentu DNA se pouzivaji
velikostni standarty. Volba koncentrace a typu gelu je zavisla na velikosti analyzovanych
fragmentt [59,72].

Elektroforéza v agar6zovém gelu je nejucinn€j§im zpusobem separace fragmenti DNA
velikosti od 100 bp do 25 kb. Agaroza je linearni polysacharid, izolovany z mofiskych fas rodu
Gelidium a Gracilaria. Pti zahfivani se polymery agardzy vytvareji sitovou matici v disledku
nekovalentnich interakci. Rychlost migrace molekuly DNA gelem je ovlivnéna predevsim
velikosti molekuly DNA, koncentraci agar6zového gelu a pouzitym napétim. [59,73].
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3 CiL PRACE

Cilem teoretické Casti bakalarské prace bylo vypracovani literarni reSerSe na téma izolace DNA
probiotickych mikroorganismi.

V experimentalni ¢asti bylo provedeno izolace DNA ze vzorku tstni vody Biorepair Plus.
Izolace byla provedena fenolovou extrakci a pomoci komeréniho kitu. Spektrofotometricky
bylo stanoveno cistotu a koncentraci mikrobialni DNA. Pfitomnost uvedenych vyrobcem
probiotickych druht rodu Lactobacillus byla ovéfena pomoci polymerazové fetézové reakce
s naslednou vizualizaci fragmentu DNA pomoci gelové elektroforézy v agarozovém gelu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzity vzorek komerc¢niho produktu osobni hygieny
Biorepair Plus istni voda s probiotiky

SloZeni:

Voda, Sorbitol, Zinek PCA, Xylitol, Celul6zova guma, Polysorbat 20,
Hydroxyapatit zinku, Aroma, Lactobacillus lyzat (Lactobacillus Rhamnosus
LRO6; Lactobacillus Pentosus 1LPSO01; Lactobacillus Plantarum 1LPO1;
Lactobacillus Delbrueckii LDDO1), Lactoferrin, Laurylsulfat sodny, Natrium-
benzoat, Tromethamine, Benzylalkohol, Fenoxyethanol, Sacharin sodny,

Lauroyl sarkosinat sodny, Methyl cocoyl taurat sodny, Limonen.

Sliby vyrobce:

Zklidnéni reakce po chirurgickych zakrocich, prevence tvorby a hromadéni plaku
4.2 Chemikalie a roztoky

4.2.1 Chemikalie

* BB pufr (OMNI International, Kennesaw, USA)

* CBH pufr (OMNI International, Kennesaw, USA)

*  Chloroform-isoamylalkohol (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
« Destilovana voda (FCH VUT, Bro, Ceska republika)

» DNA standard 50 bp (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Némecko)
» DLB pufr (OMNI International, Kennesaw, USA)

» Dodecylsiran sodny (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)

*  DW pufr (OMNI International, Kennesaw, USA)

» EB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
«  Ethanol (Lach-Ner, Neratovice, Cesk4 republika)

» Ethylendiamintetraoctova kyselina — EDTA (Sigma, St. Louis, Missouri, USA)
» Fenol (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

«  Hydroxid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

«  Kyselina borita (Penta, Chrudim, Ceska republika)

«  Kyselina chlorovodikovéa (Lachema, Brno, CR)

LD Green (Elisabeth Pharmacon, Brno, Cesk4 republika)

* Lysozym (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

«  Octan sodny (Lachema, Brno, Ceska republika)

« PCR agaroza (Top-Bio, Vestec, Ceska republika)

» Protedza (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
* Proteinaza K (OMNI International, Kennesaw, USA)

«  PS Green (Elisabeth Pharmacon, Brno, Cesk4 republika)

» Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Serva, Heidelberg, SRN)

» Tris-HCI (Serva, Heidelberg, SRN)
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4.2.2 Roztoky
4.2.2.1 Roztoky pro pripravu hrubych lyzdati bakterialnich bunék
+ 0,5MEDTA (pH 8,0)

186,1 g pevného EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Hodnota pH byla upravena
na 8,0 piidanim pevného hydroxidu sodného. Roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem
1 000 ml. Nasledné byla provedena sterilace 20 min pfi teploté 121 °C.

. 20% SDS (pH 7,0)

20 g pevného dodecylsulfatu sodného bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody za stalého
michani a zahtati na teplotu 68 °C. Pfidanim koncentrované kyseliny chlorovodikové hodnota
pH byla upravena na 7,0. Po upravé hodnoty pH roztok byl doplnén destilovanou vodou
na objem 100 ml.

« 1M Tris-HCI (pH 7,8)

121,1 g pevného tris(hydroxymethyl)aminomethanu bylo rozpusténo v 800 ml destilované
vody. Hodnota pH byla upravena pomoci koncentrované kyseliny chlorovodikové na 7.8.
Roztok byl doplnén na objem 1 000 ml. Nasledné byla provedena sterilace 20 min pfi teploté
121 °C.

» Lyzacni roztok A

K 1 ml 0,5 M zasobniho roztoku EDTA bylo pfidano 10 ml 0,1 M Tris-HCI. Roztok byl doplnén
destilovanou vodou na objem 100 ml.

» Lyzacni roztok B

K lyza¢nimu roztoku A bylo pfidano lysozym tak, aby vysledna koncentrace lysozymu
v roztoku byla 3 mg/ml.

4.2.2.2 Roztoky pro izolaci bakteridalni DNA
*  Octan sodny (3 M)

40,81 g trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody.
* TE pufr

K 0,2 ml 0,5M zéasobniho roztoku EDTA bylo pfidano 1 ml 1 M Tris-HCI a objem doplnén
na 100 ml destilovanou vodou.

4.2.2.3 Roztoky pro provedeni agardzové elektroforézy
* 0,5x TBE pufr

Bylo smichano 54 g Tris-baze a 27,5 g H3;BO;. Poté smés bylo rozpousténo v 600 ml
destilované vody. Nasledné bylo pfidano 20 ml 0,5 M zéasobniho roztoku EDTA. Vysledny
roztok byl doplnén destilovanou vodou na objem 1 000 ml. Pfed pouzitim byl roztok 10x zfedén
destilovanou vodou.
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Agarozovy gel

Pro provedeni gelové elektroforézy bylo pifidano odpovidajici mnozstvi agarozy tak,

aby po rozpousténi v 100 ml TBE pufru vznikly roztoky o koncentracich: 1,2% pro doménu

Bacteria, 2% pro Rod Lactobacillus a 1,6% pro Lactobacillus Delbrueckii, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus pentosus.

4.2.3 Komponenty pro PCR

PCR Ultra H2O (Top-Bio, Vestec, Ceska republika)

Pozitivni kontrola Lactobacillus delbrueckii CCM 7190 (Ceska sbirka mikroorganismd,
Brno, Ceska republika)

Pozitivni  kontrola Lactobacillus rhamnosus CCDM 118 (Sbirka mlékaiskych
mikroorganismi Laktoflora, Praha, Ceska republika)

Pozitivni  kontrola Lactobacillus plantarum CCDM 183 (Sbirka mlékaiskych
mikroorganismi Laktoflora, Praha, Ceska republika)

Pozitivni kontrola Lactobacillus pentosus CCM 4619 (Ceska sbirka mikroorganismd,
Brno, Ceska republika)

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, Vestec, Ceska republika)

Specifické primery pro doménu Bacteria (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska
republika)

Specifické primery pro rod Lactobacillus (Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska
republika)

Specifické primery pro druh Lactobacillus plantarum (Generi Biotech, Hradec Kralové,
Ceska republika)

Specifické primery pro druh Lactobacillus pentosus (Generi Biotech, Hradec Kralové,
Ceska republika)

Specifické primery pro druh Lactobacillus delbrueckii (Generi Biotech, Hradec Kralové,
Ceska republika)

4.3 Pristroje a pomucky

Centrifuga MiniSpin plus 14 500 ot/min (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Detekéni systém na dokumentaci gelt (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko)
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exsikator typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)

Laboratorni sklo a pomucky

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

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarS§ava, Polsko)

Mikropipety Finnpipette (Thermo Scientific, USA)

Mikrovlnna trouba (Proline, Praha, Ceska republika)

Nanodrop 2000c UV-VIS spektrofotometr (Thermo Scientific, USA)

Omni DNA Mini kolony (Bacterial DNA Purification Kit, Omni international, USA)
Sbérné zkumavky (2 ml) (Bacterial DNA Purification Kit, Omni international, USA)
Termocykler (BIOER, Chang-&ou, Cina)

Termo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, LotySsko)
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Zartizeni pro elektroforézu (OWL Buffer PufferTM, Loughborough, UK)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

4.4 Metody

4.4.1 Priprava hrubého lyzatu bakterialnich bunék

Do ctyt Eppendorfovych zkumavek (1,5 ml) bylo napipetovano po 1 ml vzorku ustni
vody ,,Biorepair Plus®.

Vzorky byly centrifugovany 5 minut pii 14 500 ot/min.

Poté supernatant byl opatrné slit a sediment se nechal okapat.

K sedimentu bylo pfidano 100 pl lyzacniho roztoku A, suspenze byla promichana.
Nasledné bylo pfidano 900 pl lyzac¢niho roztoku A a suspenze byla opét promichana.
Suspenze byla 5 minut centrifugovana pti 14 500 ot/min.

Poté supernatant byl odstranén a sediment se nechal okapat na pfipravené bunicing.

K sedimentu bylo pfidano 500 pl lyza¢niho roztoku B a vzorky byly promichany.
Vzorky byly inkubovan 1 hodinu pfi laboratorni teplotée.

Nasledné bylo ptidano 12,5 ul 20% SDS a 5 pul proteinazy K a v§e bylo promichano.
Nakonec vzorky byly inkubovany pii 55 °C do pfistiho dne.

4.4.2 Fenolova extrakce bakterialni DNA

Po inkubaci do ctyt novych Eppendorfovych zkumavek byl odpipetovan supernatant.
Do kazdé zkumavky bylo pfidano odpovidajici mnozstvi fenolu podle objemu
supernatantu v dané zkumavce.

Roztoky byly promichany po dobu 4 minuty kyvavym pohybem.

Vzorky byly centrifugovany 5 minut pfi 14 500 ot/min.

Horni vodni faze s DNA byla odebrana do Cistych Eppendorfovych zkumavek.

Kroky 2 az 5 byly opakovany dvakrat pro vzorky 2.3 a 2.4 s cilem zvysit jejich Cistotu.
Vsechny vzorky byly doplnény TE pufrem na objem 500 pl.

Nasledné bylo pfidano 700 pl smési chloroform-isoamylalkohol (24:1).

Roztoky byly opét 4 minuty promichavany kyvavym pohybem.

Poté vzorky byly centrifugovany pii 14 500 ot/min po dobu 5 minut.

Horni vodni faze s DNA byla odebrana do Cistych Eppendorfovych zkumavek.

Pro vzorky 2.3 a 2.4 byly kroky 8 az 11 opakovany.

Vodni faze s DNA ve kazdé zkumavce byla doplnéna na 400 pl TE pufrem.

4.4.3 Srazeni DNA ethanolem

Ke vzorkiim bylo ptidano 20 ul 3 M octanu sodného a vSe bylo promichano.

Poté byl pfidan 1 ml 96% ethanolu vychlazeného na —20 °C a obsah zkumavek byl
promichan.

Vzorky byly na 30 minut umistény do mrazaku.

Nasledné vzorky byly centrifugovany pii 14 500 ot/min po dobu 15 minut.

Supernatant byl jednim otocenim zkumavek opatrné slit a sediment se nechal okapat.
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Zkumavky se sedimentem byly ponechany na 15 minut v exikatoru k dokonalému
vysuseni.
DNA byla rozpusténa ve 60 pl TE pufru a vzorky byly uchovany pii 4 °C v lednici.

4.4.4 1zolace DNA pomoci komer¢ni sady Omni Bacterial DNA Purification Kit

Do dvou Eppendorfovych zkumavek (1,5 ml) bylo napipetovano 0,5 ml vzorku ustni
vody ,,Biorepair Plus“ a 1 ml lyzacniho roztoku B.

Zkumavky byly inkubovany 10 min pfi teploté 37 °C.

Nasledné bylo pridano 25 pl roztoku proteazy a 100 ul DLB pufru. Obsah zkumavek byl
promichan na vortexu.

Vzorky byly inkubovany pii 55 °C po dobu 60 minut.

Nasledné byl obsah zkumavek centrifugovan po dobu 2 minut pfi 10 000 ot/min.

Do novych Eppendorfovych zkumavek byl odpipetovan supernatant.

K supernatantu bylo ptidano 200 ul BB pufru a obsah zkumavek byl dakladné promichan
na vortexu.

Vzorky byly ponechany k inkubaci pti 65 °C po dobu 10 minut.

Nasledné ke vzorkiim bylo ptidano 220 pl ethanolu a vSe bylo promichano na vortexu
po dobu 20 sekund.

Veskery obsah zkumavek vcetné srazenin byl prenesen z 1,5 ml Eppendorfovych
zkumavek na mini kolonky, vloZzené do 2 ml sbérnych zkumavek.

Vzorky byly centrifugovany 60 sekund pii 10 000 ot/min.

Mini kolonky byly vlozeny do novych 2 ml sbérmych zkumavek.

Na mini kolonky bylo pipetovano po 500 ul CBH pufru.

Smés byla centrifugovana 60 sekund pti 10 000 ot/min.

Mini kolonka znova byla vlozena do nové 2 ml sbérné zkumavky.

Na kolonky bylo pipetovano 700 ul DW pufru.

Kolonky byly centrifugovany 60 sekund pii 10 000 ot/min.

Filtrat byl odstranén a kolonky byly vlozeny do prazdnych sbérnych zkumavek.
Nasledné byla znova provedena centrifugace pii 10 000 ot/min 2 minuty

Mini kolonky byly vlozeny do novych sbérnych zkumavek.

Na kolonky bylo napipetovano po 100 ul pfedehiatého na 65 °C EB pufru.

Vzorky byly inkubovany pfi teploté 65 °C 5 minut.

Poté byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pfi 10 000 ot/min.

4.4.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

2 ul roztoku blanku bylo pipetovano na dolni podstavec. U vzorki DNA izolovanych
fenolovou extrakci jako blank byl pouzit TE pufr. U vzorkl izolovanych pomoci
komer¢ni izolacni sady Omni Bacterial DNA Purification Kit méfeni bylo provedeno
oproti EB pufru.

Po blankovani na pfistroj byly nanaseny vzorky v objemu 2 ul. Pfed méfenim kazdého
vzorku oba podstavce byly ocistény novym laboratornim ubrouskem.
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+ Poté byla zméfena absorbance pro vlnové délky 230 nm (minimum absorbance
pro DNA), 260 nm (maximum absorbance pro DNA) a 280 nm (maximum absorbance
pro proteiny).

» Z absorbance pfi vlnové délce 260 nm byla urCena koncentrace DNA ve vzorku
a z poméru absorbanci 260/280 byla stanovena Cistota izolované DNA

4.4.6 Provedeni PCR

*  VSechny potfebné komponenty byly rozmrazeny a promichany.
» Nasledné byla pfipravena smés pro PCR o celkovém objemu 25 ul. Poradi a objemy
komponent pro PCR jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Komponenty pro pripravu PCR smési

Poradi Komponenta Objem (ul)
1 voda pro PCR 9,5
2. qPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3. primer 1 (10pmol/pl) 1,0
4 primer 2 (10pmol/pl) 1,0
5 matrice DNA 1,0

* Pro jednotlivé specifické PCR byly pouzity vhodné specifické primery, uvedené

v Tabulce 3.
Tabulka 3: PouZzité primery pro specifické PCR
Velikost
Primer Sekvence primeru (5- 3") produkti PCR | Reference
(bp)
Doména Bacteria
F eub TCC TAC GGG AGG CAG CAGT 166 [74]
R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATC CTGTT
Rod Lactobacillus
F allact TGG ATG CCTTGG CAC TAG GA 9 [74]
R allact AAATCT CCG GAT CAAAGCTTA CTT AT
Lactobacillus delbrueckii
Delbrueckii-F CAT GTG CAGACATGCTAT CCTT 192 [75]
Delbrueckii-R CTCTGAAGT GCCATGTCT CAGT
Lactobacillus plantarum
Plantarum-F GCT GGC AAT GCCATC GTG CT 147 [75]
Plantarum-R TCT CAA CGG TTG CTG TAT CG
Lactobacillus pentosus
PentF CAGTGG CGC GGTTGATAT C 218 [76]
PentR TCG GGATTA CCAAACATCAC

» Jako matrice DNA byly pouzity 4 vzorky izolovanych pomoci fenolové extrakce
a 2 vzorky izolovanych pomoci komer¢niho kitu.
» U negativni kontroly matrice DNA byla nahrazena PCR vodou.
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» Pozitivni kontrola byla pfipravena v zavislosti na druhu identifikace. Matrice DNA byla
nahrazena stejnym objemem DNA o koncentraci 10 ng/ul izolované ze sbirkovych
kment, uvedenych v Tabulce 4 (izolaty byly ziskany od Mgr. Jan Smetana Ph.D.).

» Reakéni smés byla promichana a zkumavky byly vlozeny do termocykleru.

» Vtermocykleru byly nastaveny teplotni programy uvedené v Tabulce 5 podle pouzitych

primert
Tabulka 4: PouZzité pozitivni kontroly
Primer Pozitivni kontrola
F_cub Lactobacillus rhamnosus CCDM 118
R eub
F allact .
R allact Lactobacillus plantarum CCDM 183
Delbrueckii-F _ .
DelbrucckiiR Lactobacillus delbrueckii CCM 7190
Plantarum-F .
Plantarum-R Lactobacillus plantarum CCDM 183
Pentosus-F .
Pontosus-R Lactobacillus pentosus CCM 4619
Tabulka 5: Teplotni programy pro specifické PCR
Prodlouzena
denaturace Denaturace Piipojeni Syntéza novych Dosyntetizovana
DNA v prvnim DNA primeru retézci DNA DNA
cyklu
Doména Bacteria
95 °C/5 min 95°C/30s | 55 Ci30s | 72°C/1 min 72 °C/5 min
30 cyklu
Rod Lactobacillus
95 °C/5 min 94°C/30s | 58 Ci30s | 72°C/1 min 72 °C/5 min
30 cyklu
Lactobacillus delbrueckii
95 °C/5 min 95 °C/30s 58 3C5/3Os 72 °C/1 min 72 °C/5 min
Lactobacillus plantarum
95 °C/5 min 95°C/30s | 62 Ci30s | 72°C/1 min 72 °C/5 min
30 cyklu
Lactobacillus pentosus
94 °C/ 5 min 94°C/Imin | 356.8°C/I min | 72 °C/2 mim 72 °C/10 min
40 cyklua

4.4.7 Provedeni gelové elektroforézy

» Agarozovy gel byl pfipraven ze smési agardzy a 100 ml 0,5x TBE pufru. Navazka
agardzy pro doménu Bacteria byla 1,2 g, pro Rod Lactobacillus — 2 g; pro druhy
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum a Lactobacillus pentosus — 1,6 g;

*+ Smeés byla nékolikrat postupné zahifivana v mikrovinné troubé kvaru a obcas
promichéana pro dokonalé rozpusténi.
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Po vychladnuti na 60 °C bylo do suspenze bylo ptidano 4 ul barviva PS Green a vSechno
bylo promichano.

Suspenze byla nalita do elektroforetické vany s hrfebinkem a ponechana k zatuhnuti na 1
hodinu.

Po zatuhnuti gelu byl vyjmut hfebinek.

Ke zkumavce obsahujici vzorek bylo pfidano barvivo LD Green v poméru 5:1.

Obsah zkumavky byl lehce promichan.

Do vzniklych komurek bylo nanaseno po 15 ul DNA ziskané fenolovou extrakci a
extrakci komerénim kitém smichanych s 5 ul LD Greenu. Stejnym zptusobem byla
nanesena pozitivni a negativni kontroly.

Gel byl umistén ve spravné orientaci do elektroforetické vany a nasledné byl prelit
roztokem 0,5x TBE pufru piiblizn€ 1 cm nad okraj gelu.

Elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 70 V po dobu 1,5 hodiny.

Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut a vlozen do detekéniho zafizeni Azure
biosystems C200 a byl vyhodnocen pod UV zatenim pfi vinové délce 302 nm.
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5 VYSLEDKY
5.1 Izolace DNA z produktu osobni hygieny

Ze vzorku ustni vody Biorepair Plus bylo pfipraveno 4 hrubych lyzati bunék podle kapitoly
4.4.1. Ze vSech ctyt lyzata bylo nasledné izolovano DNA fenolovou extrakci podle postupu,
uvedeného v kapitole 4.4.2. K izolaci DNA pomoci komercni sady Omni Bacterial DNA
Purification Kit bylo pouzito pfimo vzorek analyzované ustni vody a cely postup je popsan
v kapitole 4.4.4.

5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolovanych vzorku DNA

Koncentrace a Cistota izolované DNA byly stanoveny spektrofotometricky prostfednictvim
spektrofotometru NanoDrop 2000c podle postupu 4.4.5. Vysledky stanoveni jsou uvedeny
v Tabulce 6.

Tabulka 6: Spektrofotometrické stanoveni DNA

Vzorek Az60/ A2so A2z60/A230 C (ng-p,l‘l)
1.1 1,81 0,33 15.5
1.2 1,99 0,54 224
2.1 1,49 1,03 1114
2.2 1,46 1,33 99,0
23 1,73 0,84 12.5
2.4 1,55 0,72 46.0

5.3 PCR pro doménu Bacteria

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.6 byla provedena PCR pro doménu Bacteria. Jako
primery byly pouzity F_eub a R_eub s velikosti amplikonti 466 bp. Sekvence primerti jsou
uvedeny v Tabulce 3. Jako pozitivni kontrolu bylo pouzito Lactobacillus rhamnosus CCDM
118. Teplotni program je uveden v Tabulce 5. Nasledné bylo provedeno gelovou elektroforézu
v 1,2% agar6zovém gelu. Detekované produkty jsou znazornény na Obrazku 2 a jsou popsany
v Tabulce 7.
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Obrazek 2: Gelova elektroforéza produktii PCR pro doménu Bacteria

Tabulka 7: Detekce PCR produktii pomoci gelové elektroforézy pro doménu Bacteria

Béh Nazev Znacka | Detekce
1 DNA standard 50 bp S
2
3 : , Y 1.1 ++
1 DNA izolovana komerénim kitem 2 n
5
6 2.1 +
7 . , , 22 +
2 DNA izolovana fenolovou extrakci 23 n
9 2.4 +
10
11 Pozitivni kontrola Pk ++
12 Negativni kontrola Nk -

5.4 PCR pro rod Lactobacillus

Po detekci PCR produkti pomoci gelové elektroforézy pro doménu Bacteria bylo provedeno
PCR pro rod Lactobacillus. Postup bylo uvedeno v kapitole 4.4.6. Jako primery byly pouzity
F allact a R allact (sekvence jsou uvedeny v Tabulce 3) s velikosti produktd 92 bp.
Jako pozitivni kontrolu bylo pouzito DNA kmenu Lactobacillus plantarum CCDM 183.
Termocykler byl nastaven dle programu uvedeného v Tabulce 5. Po amplifikaci bylo provedeno
detekci pomoci gelové elektroforézy v 2% agardézovém gelu. Vysledky jsou znazornény
na Obrazku 3 a popsany v Tabulce 8.
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Obrazek 3: Gelova elektroforéza produktii PCR pro rod Lactobacillus

Tabulka 8: Detekce PCR produktii pomoci gelové elektroforézy pro rod Lactobacillus

Béh Nazev Znacka | Detekce

1 DNA standard 50 bp S

2

3 . ) ., . 1.1 ++
DNA izolovana komer¢nim kitem

4 1.2 +

35

6 2.1 +

7 . ) , 2.2 ++
DNA izolovana fenolovou extrakci

8 23 ++

9 2.4 +

10

11 Pozitivni kontrola Pk ++

12 Negativni kontrola Nk -

5.5 PCR pro druh Lactobacillus delbrueckii

Po ovéfeni pritomnosti bakterii rodu Lactobacillus bylo provedeno druhové specifickou
polymerazovou fetézovou reakci pro druh Lactobacillus delbrueckii. Sekvence pouzitych
primert (Delbrueckii-F a Delbrueckii-R) jsou uvedeny v Tabulce 3. Velikost produktd
je 192 bp. Jako pozitivni kontrolu bylo pouzito Lactobacillus delbrueckii CCM 7190. Teploty,
doby trvani a pocet cykli jsou uvedeny v Tabulce 5. Po provedeni PCR vysledky byly
vizualizovany pomoci gelové elektroforézy v 1,6% agardézovém gelu. Vysledky jsou
znazornény na Obrazku 4 a popsany v Tabulce 9.
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Obrazek 4: Gelova elektroforéza produktii PCR pro druh Lactobacillus delbrueckii

Tabulka 9: Detekce PCR produktii pomoci gelové elektroforézy pro Lactobacillus delbrueckii

Béh Nazev Znacka | Detekce
1 DNA standard 50 bp S
2
3 DNA izolovana komerénim kitem L1 o
4 1.2 ++
5
6 2.1 ++
! DNA izolovana fenolovou extrakci 2.2 i
8 2.3 ++
9 2.4 ++
10
11 Pozitivni kontrola Pk ++
12 Negativni kontrola Nk -

5.6 PCR pro druh Lactobacillus plantarum

Pritomnost bakterii druhu Lactobacillus plantarum ve vzorku Gstni vody Biorepair Plus byla
oveérena pomoci amplifikace a nasledné detekce produkti. PCR byla provedena za vyuzitim
specifickych primert Plantarum-F a Plantarum-R s oCekavanou velikosti produktt 147 bp. Jako
pozitivni kontrolu bylo pouzito Lactobacillus plantarum CCDM 183. Teplotni program PCR
je uveden v Tabulce 5. Detekce byla provedena pomoci gelové elektroforézy v 1,6%
agarozovém gelu. Vysledky jsou znazornény na Obrazku 5 a popsany v Tabulce 10.
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Obrazek 5: Gelova elektroforéza produkti PCR pro druh Lactobacillus plantarum

Tabulka 10: Detekce PCR produktii pomoci gelové elektroforézy pro Lactobacillus plantarum

Béh Nazev Znacka | Detekce
1 DNA standard 50 bp S
2
3 DNA izolovana komerénim kitem L1 il
4 1.2 +
5
6 2.1 +
/ DNA izolovana fenolovou extrakci 2.2 il
8 23 +
9 2.4 +
10
11 Pozitivni kontrola Pk ++
12 Negativni kontrola Nk -

5.7 PCR pro druh Lactobacillus pentosus

PCR pro ovéfeni pfitomnosti bakterii druhu Lactobacillus pentosus byla provedena pomoci
primerd PentF a PentR, jejichz sekvence jsou uvedeny v Tabulce 3. Ocekavana velikost
produktti je 218 bp. PCR byla provedena podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.6 a teplotniho
programu uvedeného v Tabulce 5. Jako pozitivni kontrolu bylo pouzito Lactobacillus pentosus
CCM 4619. Po amplifikaci nasledovala agar6zova gelova elektroforéza v 1,6% gelu. Vysledky
jsou znazornény na Obrazku 6 a popis je uveden v Tabulce 11.
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Obrazek 6: Gelova elektroforéza produktii PCR pro druh Lactobacillus pentosus

Tabulka 11: Detekce PCR produktii pomoci gelové elektroforézy pro Lactobacillus pentosus

Béh Nazev Znacka | Detekce
1 DNA standard 50 bp S
2
3 DNA izolovana komerénim kitem 1.1 +
4 Pozitivni kontrola Pk ++
5
6 2.1 +
! DNA izolovana fenolovou extrakci 2.2 i
8 23 +
9 2.4 +
10
11 DNA izolovana komerénim kitem 1.2 +
12 Negativni kontrola Nk -
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6 DISKUZE
6.1 Izolace bakterialni DNA

Ze vzorku ustni vody Biorepair Plus bylo pfipraveno hrubé lyzaty, ze kterych nasledné byla
izolovana DNA fenolovou extrakci. Vzorky oznacené jako 2.3 a 2.4 byly promyty fenolem
a chloroform-isoamylalkoholem dvakrat, s uCelem zvySeni jejich Cistoty. Jinak postup izolace
byl stejny jako u vzorki 2.1 a 2.2. Poté bylo provedeno srazeni ethanolem. Po izolaci DNA byla
rozpusténa v TE pufru.

Paralelné bylo provedeno izolace DNA pomoci komer¢ni izolaéni sady Omni Bacterial DNA
Purification Kit. K izolaci bylo pouzito pfimo vzorek ustni vody, coz vyrazné zkratilo ¢as
potiebny k provedeni protokolu. Po izolaci DNA byla rozpusténa v EB pufru a uchovana
v lednici. Pro minimalizaci vlivu nahodnych chyb na hodnoceni t¢innosti izolacnich metod,
byly pro kazdy protokol pfipraveny dva vzorky stejnym zptisobem.

6.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a €istoty bakterialni DNA

K posouzeni uspésnosti izolacni metody pro konkrétni vzorek je nutné provést kvantifikaci
a vyhodnotit ¢istotu DNA. K tomu byl pouzit pfistroj Nanodrop 2000c s piisluSnym softwarem.
Bylo porovnano koncentraci a Cistotu DNA, izolované fenolovou extrakci a pomoci OMNI
Bacterial DNA Purification Kitu. Z Tabulky 6 je vidét, ze vzorky 1.1 a 1.2, izolované pomoci
komerc¢ni sady, maji pomeér Azsonso v rozmezi 1,81-1,99, z ¢eho lze posoudit, ze ve vzorku
nejsou piitomné proteiny. Nicméné poméry Aze0/230 byly pod optimalnimi hodnotami, coz miize
naznacCovat pritomnost EDTA, ktera byla vyuzita béhem izolace [65,77]. Koncentrace DNA
izolované pomoci komeréni sady se pohybovaly vrozmezi 15,5224 ngul™, coZ je
nékolikanasobné nizsi, nez u vzorkd 2.1 a 2.2, které byly extrahovany dle standartniho
protokolu fenolové extrakce.

Vzorky 2.1 a 2.2, izolované fenolovou extrakci dle standartniho postupu, maji pomér Azeo/280
v rozmezi 1,46—1,49, coz mize naznaCovat kontaminaci proteiny nebo fenolem. Vzorky 2.3
a 2.4, u kterych extrakce fenolem a chloroform-isoamylalkoholem byly opakovany dvakrat,
vykazuji mnohem leps§i hodnoty poméru Aaxconso, které se pohybuji v rozmezi 1,55-1,73.
Je vidét, ze DNA je zneciSténa proteiny nebo fenolem, ale vzorek 2.3 lze povazovat
za vyhovujici. Nevyhodou metody s dvakrat opakovanymi extrakcemi oproti standartnimu
protokolu je vyznamny pokles koncentrace DNA z 99,0-111,4 ng-ul™' na 12,5-46,0 ng-pl™".
Hodnoty pomeért Azsonso u vSech Ctyf vzorkt izolovanych fenolovou extrakci se pohybuji
v rozmezi 0,72-1,33. Mens$i hodnota poméru Asson3o mize naznaCovat pritomnost EDTA
a fenolu [65,77].

6.3 PCR pro doménu Bacteria

PCR pro doménu Bacteria byla provedena jako prvni krok analyzy pfitomnosti probiotickych
bakterii uvedenych vyrobcem ve slozeni produktu osobni hygieny. K amplifikaci DNA byly
pouzity primery F Eub a R Eub o velikosti produktd 466 bp. Detekce amplikoni byla
provedena pomoci gelové elektroforézy. Vzhledem k velikosti produkti PCR bylo rozhodnuto
pouzit 1,2% agarézovy gel. Vysledky byly vizualizovany pii vinové délce 302 nm pomoci
detekcniho systému Azure biosystems C200. Jak je vidét z Obrazku 2, pritomnost bakterialni
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DNA byla ovéfena ve vSech vzorcich. Velikost produkti byla stanovena srovnanim s DNA
standardem, obsahujicim fragmenty v rozmezi 50—1500 bp. Velikost produktt byla 466 bp,
coz odpovida velikosti pozitivni kontroly, ktera byla pfepravend zkmenu Lactobacillus
rhamnosus CCDM 118. K ovéfeni, zda béhem pracovniho postupu PCR nedoslo k n¢jaké forme
kontaminace, se pouziva negativni kontrola, ptfipravena z komponenti pro PCR, do kterych
se misto templatu DNA pfidava PCR voda. Z Obrazku 2 je vidét, ze k detekci produktu na misté
nanaSeni negativni kontroly nedoslo, coz znamena ze nebyla provedena zadna amplifikace
a komponenty pro PCR nejsou kontaminované cizimi DNA [78].

6.4 PCR pro rod Lactobacillus

Vzorek ustni vody Biorepair Plus obsahuje pouze zastupce rodu Lactobacillus, a proto
po ovéfeni pritomnosti ve vSech zkoumanych vzorcich bakteridlni DNA bylo provedeno
polymerazovou fetézovou reakci pro rod Lactobacillus s vyuzitim primerd F_allact a R allact.
Po provedeni agardzové gelové elektroforézy v 2% gelu, vysledky byly vizualizovany
pii 302 nm. Z Obrazku 3 je vidét, ze pfitomnost bakterii rodu Lactobacillus byla potvrzena
ve vSech vzorcich. Velikost produktti amplifikace byla 92 bp, jak u vzorki izolovanych pomoci
kitu a fenolovou extrakeci, tak i u pozitivni kontroly. Jako pozitivni kontrolu bylo pouzito kmen
Lactobacillus plantarum CCDM 183. U negativni kontroly k amplifikaci nedoslo.

6.5 PCR pro druh Lactobacillus delbrueckii

K dikazu pritomnosti bakterii druhu Lactobacillus delbrueckii byly pouzity primery
Delbrueckii-F a Delbrueckii-R. Po amplifikaci fragmenty DNA byly detekovany pomoci gelové
elektroforézy v 1,6% agar6zovém gelu s naslednou vizualizaci pfi 302 nm. Z obrazku 4 je
vidét, ze ve vSech vzorcich jsou piitomné amplikony o velikosti 192 bp, coz znamena
ze ve vSech vzorcich jsou pfitomné bakterie druhu Lactobacillus delbrueckii. Na agar6zovém
gelu lze pozorovat rozdilné intenzity detekce amplikont. Nejslabsi intenzitu ma vzorek 2.2
izolovany fenolovou extrakci bez opakovaného promyti fenolem a chloroformem. Tento vzorek
ma hodnotu pomeéru Azsonso 1,46, coz je nejnizs§i hodnota ze vSech vzorki. To znamena,
ze pravdépodobné PCR byla ovlivnéna piitomnosti proteind. Vzorek ustni vody ve svém
slozeni obsahuje laktoferin, ktery mtze inhibovat aktivitu 7aq polymerazy a ovliviiovat priabéh
PCR [79,80]. Jiné vzorky vykazuji detekci podobnou pozitivni kontrole, ktera byla pfipravena
s pouzitim Lactobacillus delbrueckii CCM 7190, jako matrice DNA. Negativni kontrola
nevykazuje zadnou detekci, coz nasvédcuje, Zze nedoslo k amplifikaci.

6.6 PCR pro druh Lactobacillus plantarum

Druhové specifickou PCR pro druh Lactobacillus plantarum bylo provedeno za vyuzitim
primert Plantarum-F a Plantarum-R s o¢ekavanou velikosti produkta 147 bp. Detekce produkta
byla provedena pomoci 1,6% agardézové gelové elektroforézy. Pritomnost bakterii druhu
Lactobacillus plantarum byla potvrzena jak ve vzorcich izolovanych pomoci komeréniho kitu,
tak 1 ve vzorcich izolovanych fenolovou extrakci, coz je znazornéno na Obrazku 5. Detekované
produkty maji stejnou velikost, jak 1 pozitivni kontrola, ktera byla pfipravena z Lactobacillus
plantarum CCDM 183. Velikost produkti odpovida ocekavané velikosti 147 bp. Negativni
kontrola nebyla na gelu detekovana.
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6.7 PCR pro druh Lactobacillus pentosus

PCR pro druh Lactobacillus pentosus byla provedena se specifickymi primery PentF a PentR
s velikosti produkti 218 bp. K ovéfeni pfitomnosti bakterii tohoto druhu bylo provedeno
gelovou elektroforézu v 1,6% gelu s naslednou vizualizaci pomoci pfistroje Azure biosystems
C200. Z Obrazku 6 je vidét, ze pritomnost zastupci druhu Lactobacillus pentosus byla
potvrzena jak ve vzorcich izolovanych pomoci kitu, tak i ve vzorcich izolovanych fenolovou
extrakci. U negativni kontroly k amplifikaci nedoslo.
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7 ZAVER

Teoreticka Cast bakalafské prace se zameéfuje na definici probiotickych bakterii, jejich
mechanismy pusobeni a bezpecnost. Vyznamna ¢ast prace se vénuje oralnimu mikrobiomu,
jeho vlivu na zdravi jedincti a vlivu probiotik na ustni dutinu. V praci byly také popsany metody
identifikace probiotickych mikroorganismu, zplisoby izolace a kvantifikace DNA, princip
polymerazové fetézové reakce, jeji modifikace a detekce vyslednych produkti pomoci gelové
elektroforézy.

V experimentalni casti bylo provedeno ovéfeni pritomnosti probiotickych bakterii ve slozeni
ustni vody znacky Biorepair Plus. DNA byla izolovana dvéma metodami: fenolovou extrakci
a izolaci pomoci komercni sady Omni Bacterial DNA Purification Kit. Vzorky, izolované
standartnim postupem extrakce DNA organickymi rozpoustédly, mely nejvyssi hodnoty
koncentrace a nejlepsi hodnoty pomeéru absorbance pfi 260 nm k absorbanci pfi 230 nm.
Nicméné€ hodnoty pomérd Ajzeons0 naznacovaly silnou kontaminaci proteiny ve srovnani
s jinymi vzorky. Standartni postup byl upraven tak, ze extrakce fenolem a chloroformem byly
provedeny dvakrat. Modifikaci postupu bylo mozné dosdhnout lep§iho poméru Aazsosso,
avSak doSlo k nékolikandsobnému poklesu koncentrace DNA. Vzorky izolované pomoci
komer¢ni sady mély nejlepSi hodnoty pomeéru Aszeonso, které naznacuji, ze vzorky nebyly
kontaminovany proteiny, ale mély nejnizsi hodnoty poméru Azsonzo, z €eho lze piedpokladat,
ze vzorky byly kontaminovany EDTA. Primérna koncentrace DNA ve vzorcich izolovanych
kitem byla nejnizsi ze vSech metod.

Izolované vzorky DNA byly pouzity jako matrice pro specifické PCR k detekci
mikroorganismtit domény Bacteria, rodu Lactobacillus a deklarovanych vyrobcem druhti
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus. Po amplifikaci
byla provedena detekce produkti pomoci gelové elektroforézy s naslednou vizualizaci
pii 302 nm. Z elektroforeogramt vyplyva, ze vzorek Ustni vody Biorepair Plus obsahuje
bakterie deklarovanych vyrobcem druht Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus pentosus.
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9 SEZNAM POUTITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
ANI — pramérna nukleotidova identita

bp — par bazi

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

PCR - polymerazova fetézova reakce

qPCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném Case
RNA - ribonukleova kyselina

RT-PCR - reverzné transkripcni polymerazova fetézova reakce
SDS — dodecyl sulfat sodny

Tag DNA-polymeraza — termostabilni enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus
TBE pufr — Tris-borat-EDTA pufr

TE pufr — Tris-EDTA pufr

UV —ultrafialové svétlo

50



