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ABSTRAKT

S probiotiky se setkdvame denn€, bud’ cilenou aplikaci potravinovych dopliikii obsahujicich
zivé kultury bakterii mlécného kvaseni, nebo konzumaci tradi¢nich fermentovanych produkti
vcetné¢ mlécnych nebo nemlécnych vyrobkii. Tyto kultury mohou vyrazné ovliviiovat stfevni
mikrobiotu, zejména pifi zazivacich potizich nebo potizich spojenych s prijmovymi
onemocnénimi nebo infekénimi gastritidami.

Tato prace se soustiedi na izolaci probiotik z rostlinnych fermentovanych produktd, jez jsou
vhodné i pro vegetariany nebo vegany, jejichz pocet v soucasné dob¢ nartistd. Kromé tradi¢nich
pokrmi na bazi mlééného kvaseni je zde uvedena i jina alternativa v podob¢ napoje Kombucha.
Probiotické bakterie izolované z realnych vzorka byly podrobeny identifikaci na zakladé metody
polymerazové fetézové reakce (PCR), kde byla prokazana piitomnost domény Bacteria a pii
rodové specifické amplifikaci také ptitomnost rodu Lactobacillus. Vysledkem amplifikace byly
jednotlivé fragmenty, které byly vizualizovany prostfednictvim metody agar6zové gelové
elektroforézy.

ABSTRACT

Probiotics are encountered daily, either by targeted application of dietary supplements
containing live cultures of lactic acid bacteria or by consuming traditional fermented products
including dairy or non-dairy products. These cultures can significantly affect intestinal
microbiota, particularly during digestive discomfort or problems associated with diarrheal
diseases or infectious gastritis.

This work focuses on the isolation of probiotics from fermented plant-based products that are
also suitable for vegetarians and vegans, whose numbers are currently increasing. In addition to
traditional lacto-fermented foodstuffs, there is another alternative in the form of Kombucha.
Probiotic bacteria isolated from real samples were subjected to polymerase chain reaction (PCR)
to identify them. Presence of the Bacteria domain was detected, and with more specific
amplification, the presence of the genus Lactobacillus was detected too, using the specific
primers. The amplification resulted in individual fragments were visualized by agarose gel
electrophoresis.

KLiCOVA SLOVA
probiotika, fermentované rostlinné produkty, izolace DNA, gPCR

KEYWORDS
probiotics, fermented plant products, DNA isolation, gPCR.
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1 UVOD

vvvvvv

které hraji dalezitou roli v lidském zdravi. Kromé toho, n¢které potravinové vyrobky obsahuji
zivé bakterie, které prochazeji pies nas gastrointestinalni trakt a mohou mit pfiznivé G¢inky na
nase zdravi (znamé jako probioticky uc¢inek) [1].

Vlastnosti probiotik urcuji jejich schopnost prezit prichod hornim zazivacim traktem a
kolonizovat stievni lumen a tlusté stievo po dobu neurcitou. Probiotika jsou bezpe¢na pro lidskou
spotiebu a zatim nebyly zjistény zadné zpravy o jejich Skodlivosti nebo produkci specifickych
toxint urcitymi kmeny [2, 3].

Nejznaméjs$i molekuldrni metodou dokazujici pfitomnost probiotickych bakterialnich kmeni
je polymerazova fetézova reakce (PCR), pomoci které lze identifikovat jednotlivé rody i druhy
bakterii, protoze jejich stanoveni predstavuje neodmyslitelnou cast pti jejich dalSich
potravinaiskych nebo farmakologickych aplikacich. Podstatou této metody je amplifikace
urcitého useku DNA, ktery je ohrani¢en kratkymi sekvencemi oligonukleotidi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Probiotika a prebiotika jsou nastroje slouzici k fizeni stfevni mikrobioty s cilem zlepsit zdravi
hostitele. Zamétuji se na gastrointestinalni u¢inky skrze stfevo, ackoli se zkouma i jejich pfima
aplikace na jind mista, jako je dutina ustni, vaginalni Gstroji nebo kiize.

V poslednim desetileti se vyzkum stfevnich mikrobiomil rychle hromadil a byl doprovazen
zvySenym zajmem o probiotika a prebiotka jako prostiedek modulace stievni mikrobioty.

Vybrané druhy rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Saccharomyces maji dlouhou historii
bezpecného auinného pouziti jako probiotika, ale Roseburia spp., Akkermansia spp.,
Propionibacterium spp. a Faecalibacterium spp. vypadaji slibn¢ jako probiotika budoucnosti [4].

Probiotika hraji kliCovou roli pii feSeni dysbidzy zplsobené vn&jsimi faktory, jako jsou
antibiotika, jiné latky nebo intervence. Doplnéni antibiotik o probiotika je ptiznivé pifi snizovani
Skodlivych ucinkt antibiotik na stfevni floru. Tyto mikroorganismy maji také specifické vnitini
mechanismy rezistence na 1éky, které pomahaji jejich pteziti ve vnitinim prostiedi. Podle zprav
US Food and Drug Administration jsou druhy patfici do rodd Lactobacillus a Bifidobacterium
nejéastéj$imi probiotiky konzumovanymi lidmi prostfednictvim komerénich produkta [5].

2.2 Historie probiotik

Probiotikum, slovo odvozené z latiny, znamena ,,pro Zivot“. Dlouho pfed uvédomenim Si
probiotickych vlastnosti byly fermentované produkty, jako pivo, chléb, vino, kefir, kumys a syr,
Casto pouzivany pro vyzivové a terapeutické ucely. Obecné se piepoklada, ze fermentované
produkty byly pravdépodobné nalezeny, nebo 1épe feCeno, objeveny, spontanné. Historie
probiotik je spojena s vyvojem civilizace, a diky sofistikovanym technikam, ji lze vysledovat az
do davnych dob, témét pied 10 000 lety [6].

Na zacatku dvacatych let Louis Pasteur identifikoval mikroorganismy odpovédné za proces
fermentace, zatimco Ilja Mec¢nikov spojil zvySenou dlouhovékost bulharskych venkovskych
obyvatel s pravidelnou konzumaci fermentovanych mléénych vyrobki jako je jogurt. Navrhl, ze
laktobacily by mohly ptisobit proti hnilobnym procesiim gastrointestinalniho metabolismu, které
ptispivaly ke starnuti. Me¢nikov povazoval laktobacily za probiotika (,, probio® — pfispivajici
k Zivotu, na rozdil od antibiotik) [7].

V roce 1922 pii jedné z prvnich studii na ¢loveéku, bylo prokazano, ze Lactobacillus
acidophilus zlepsil zdravotni stav 30 pacientl trpicich chronickou zacpou, prijmem nebo
ekzémem. Termin probioticky byl poprvé pouzit v roce 1965, kdyz byly u probiotik akceptovany
pozitivni u¢inky na lidské zdravi [8].



2.3 NaruSeni stievni mikrobioty — stav dysbiozy

Termin dysbidza souvisi s mnoha riznymi patologiemi, i kdyz neni jasné, zda nerovnovaha
mikobioty je pfi¢inou nebo dusledkem nemoci. Nejjasnéjsi korelace mezi dysbidzou a
onemocnénim byla zjisténa u zanétlivych stievnich onemocnéni (IBD), kde byl zjistén nizky
podil kmenu Firmicutes, zejména druhu Faecalibacterium prausnitzii, u pacientl, ktefi
vykazovali endoskopickou recidivu 6 mésict po operaci [9, 10].

IBD, vcetné Crohnovy choroby (CD) a ulcerativni kolitidy (UC), se vyznacuji abnormalni
aktivaci imunitniho systému spojeného se stfevem, coz ma za nasledek chronicky zanét traviciho
systému. Zda se vSak, ze se na IBD podileji také nékteré dalsi faktory, jako jsou genetické slozky,
imunologické poruchy, faktory prostfedi, patogeny a mikrobiota. Fekalni analyzy ukazaly
kvantitativni a kvalitativni snizeni zastoupeni Firmicutes phylum, a to vétSinou ¢lent klastru IV
u pacientll s CD, zatimco u pacientll s UC bylo hlaSeno nizké mnozZstvi celkovych laktobacild,
ackoli mezi nimi nebyla nalezena zadna korelace mezi relativnim zastoupenim F.prausnitzii a
zavaznosti CD [11-18].

2.3.1 Zakladni probiotické kmeny

Lidsk4 mikrobiota se dnes dostava do stfedu pozornosti a vyzkum jiz ukézal, Ze zména této
mikrobioty muze mit dalekosahlé dusledky. Jednou z moznych cest k napravé dysbiozy je
konzumace probiotik. Protoze se ukazalo, Ze probiotické vlastnosti jsou specifické pro kmen, je
také velmi dulezitd presna identifikace konkrétnich kmend.

Pfinosy pro zdravi byly prokazany zejména pro specifické probiotické kmeny nasledujicich
rodi [19]: Lactobacillus, Bifidobacterium, Saccharomyces, Enterococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Bacillus, Escherichia Coli.



Tabulka 1 — prehled mikroorganismii s probiotickymi ucinky (upraveno dle [19])

Rod (lat.genus)

Druh (lat.species)

Bacillus

B. cereus, B. coagulans, B. subtilis

Bifidobacterium

B. bifidum, B.infantis, B.longum

Enterococcus

E. durans, E. faecium

Escherichia

E. coli Nissle 1917

Lactobacillus

L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L.
plantarum

Lactococcus L. lactis subsp.lactis
Leuconostoc L. mesenteroides
Pediococcus P. acidilactici
Saccharomyces S. boulardi
Streptococcus S. thermophilus

2.4 Charakterizace rodu Lactobacillus

2.4.1 Taxonomické zairazeni bakterii rodu Lactobacillus

Rod Lactobacillus je taxonomicky komplexni a sklada se z vice nez 170 druhd, které se nedaji
fenotypicky lehce rozlisit a ¢asto tak vyzaduji molekularni identifikaci [20].

Doména: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales
Celed”: Lactobacillaceae

Rod: Lactobacillus
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2.4.2 Morfologie a obecna charakteristika rodu Lactobacillus

Lactobacillus je nejstar§im objevenym rodem bakterii a je také nejrozsifenéj$im probiotikem.
Patii mezi bakterie mlééného kvaseni (BMK), coZ jsou grampozitivni, nesporotvorné, nemotilni,
fakultativné anaerobni nebo mikroaerofilni bacily, nesouci katalytické a negativné¢ oxidacni
vlastnosti. Kromé fenotypové identifikace a biochemickych reakei se nejCastéji provadi
molekularni metoda, a to amplifikace a sekvenovani useku 16S rRNA pro identifikaci této
skupiny bakterii.

V soucasné dob¢€ nabyvaji na dilezitosti identifikacni techniky jako je gelova elektroforéza
V pulznim poli (PFGE), nahodné amplifikovana polymorfni DNA (RAPD) a amplifikovana
restrikéni analyza ribozomalni DNA (ARDRA), protoze tato bakterie poskytuje kmenoveé
specifické prospésné vlastnosti [21, 22].

Obrazek 1- Morfologie rodu Lactobacillus [23]

2.4.3 Klinicky vyznam

Druhy rodu Lactobacillus podavané v kombinaci s jinymi probiotiky prospivaji pti 1é¢eni
syndromu drazdivého tra¢niku (IBS), ackoli je rozsah c¢innosti potfad nejisty [24]. Probiotika
pomahaji 1écit IBS néavratem homeostazy, kdy se ve stfevni mikrobiot¢ vyskytuji neobvykle
vysoké hladiny oportunnich bakterii [1].

Rod Lactobacillus se také uplatiiuje jako probiotikum podavané v ptipadech infekce bakterii
Helicobacter Pylori zpusobujici viedy. Helicobacter pylori je spojen s rakovinou a rezistence
vici antibiotikiim brani Gspéchu soucasnych eradikacnich postupit zaloZenych na antibiotikach.
Jestlize se podavaji probiotika laktobacild spolu s 1écbou jakoZto adjuvans, jejich Gcinnost se
podstatné zvysi a vedlejsi G¢inky se mohou zmirnit [25].
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Rodu Lactobacillus se také vyuziva pii 1é¢eni urogenitalnich a vaginalnich infekci, jako je
bakterialni vagindza. Laktobacily produkuji kyselinu mlé¢nou, peroxid vodiku a bakteriociny.
Kyselina mlécnd snizuje vaginalni pH na pfiblizné 4,5 nebo mén¢, a brani tak preziti jinych
bakterii. Peroxid vodiku a také obnovuje bakterialni mikrobiotu a normalni vaginalni pH [26].

U déti jsou kmeny laktobacilt, jako je Lactobacillus rhamnosus, spojeny se zmirnénim

rrrrr

vylu¢ovanych touto probiotickou bakterii [1].

2.5 Charakterizace rodu Bifidobacterium

2.5.1 Taxonomické zairazeni rodu Bifidobacterium

Doména: Bacteria
Kmen: Actinobacteria
Ttida: Actinobacteria
Rad: Actinobacteridae
Celed”: Bifidobacteriales

Rod: Bifidobacteriaceae

2.5.2 Morfologie a obecna charakteristika rodu Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou anaerobni, nesporulujici, grampozitivni ty¢inky piedstavujici
vSudypfitomné obyvatele lidského orogastrointestinalniho traktu a vaginy. Rod se sklada z vice
nez 50 druhd, pti¢emz pouze 10 druhi se vyskytuje u lidi [27, 28].

A

> ” . ‘

Obrazek 2 - Bifidobacterium bifidum [29]
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2.5.3 Klinicky vyznam

Bifidobakterie jsou gram-pozitivni prokaryotické bakterie, které pfirozené kolonizuji lidsky
gastrointestinalni trakt (GIT) a vaginu. Ackoli nejsou numericky dominantni ve slozité stievni
mikroflofe, jsou povazovany za komenzaly podporujici zdravy GIT [30].

Ptestoze bifidobakterie piedstavuji pouze 3-6 % fekalni mikroflory, jejich pfitomnost je
spojena s pfiznivymi ucinky na zdravi, jako je prevence prujmu, zmirnéni intolerance laktozy
nebo imunomodulace [6].

U vybranych druhti rodu Bifidobacterium se piedpoklada, Ze pfinaseji zdravotni vyhody
hostiteli, v€etné konkurencniho vylouceni patogenii, modulace imunitniho systému a degradace
sacharidii pochazejicich ze stravy. Na zakladé téchto ucinkt se bifidobakterie Casto pridavaji
k probiotickym ptipravkim v kombinaci s jinymi bakteriemi mlééného kvaseni [31-37].

Druhy Bifidobacterium patii také mezi rané kolonizatory kojenych déti. Bylo dokézano, ze
bifidobakterie maji jedine¢né vlastnosti pro novorozence v riznych ohledech. Nestravitelné cukry
v matetském mléku, znamé jako oligosacharidy lidského mléka (HMO), chrani kojence a funguji
jako prebiotika pii rustu bifidobakterii [38-41].

2.6 Rostlinné fermentované produkty

Fermentace zeleniny je znama jiz od starovéku. Fermentovana zelenina ptredstavuje vhodné
médium pro distribuci probiotik. Ukazuje se vSak, Ze nizka inkubacni teplota rostlinné
fermentace je problémem pii zavadéni tradi¢nich probiotickych bakterii Lactobacillus
acidophillus a Bifidobacterium. Probiotika jako Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus Casei a
Lactobacillus plantarum jsou lépe pfizplsobena zeleniné béhem kvaseni. Nicméné kdyz je
teplota upravena na 37 °C probiotické bakterie v substratech na bazi rostlin rostou pomérné
rychle [42, 43].

2.6.1 Probiotické vyrobky nemlécné povahy

Mlécné vyrobky jsou pro ¢lovéka hlavnimi zdroji probiotickych bakterii, protoZe tyto
produkty poskytuji vhodné prostiedi pro jejich rust a zivotaschopnost. S rozsifujici se
vegetarianskou ideologii ve vyspélych zemich vSak existuje 1 poptavka po vegetarianskych
probiotickych produktech. Vegetariani a spotiebitelé s intoleranci laktozy projevuji velky zajem o
tyto nemlécné probiotické vyrobky. Podle National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases (NIDDK) of the U.S. National Institutes of Health, asi 75% populace trpi
nesnasenlivosti laktozy. Vyvoj probiotickych potravinaiskych vyrobkd bez laktozy je velmi
naro¢ny, protoze musi spliiovat o¢ekavani spotiebitele s ohledem na zdravotni piinosy [44, 45].
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2.7 Napoj Kombucha
2.7.1 Pavod napoje

Uvadi se, ze Kombucha ma ptvod v severovychodni Cing, pfi¢emz prvni zminka o jejim
pouziti pochazi z roku 220 pted Kristem. Déle se Sifila do Japonska, Ruska a vychodni Evropy
jako 1é¢ivo prostiednictvim obchodnich cest. [46, 47].

Ve Spojenych statech si Kombucha zpoc¢atku ziskala popularitu béhem epidemie HIV/AIDS
koncem osmdesatych a zaCatkem devadesatych let, protoze se doufalo, ze napoj mize zvysit
pocet T-bunék a podporovat tak oslabené imunitni systémy. S vétSim uvédomenim si
probiotickych vlastnosti a moznych zdravotnich vyhod fermentovanych potravin se tento 1ék na
zaCatku 21. stoleti obnovil jako zdravotnicky produkt a na mnohych mistech byly brzy
k dispozici soupravy na jeho domaci a komeréni vaieni [48].

2.7.2  Soucasny trend

Kombucha, fermentovany ¢aj vyrobeny z ko-kultivaci kvasinek a bakterii, si v poslednich
letech ziskala celosvétovou popularitu diky svym potencidlnim piinosim pro lidské zdravi.
V disledku toho se mnoho studii pokusilo charakterizovat jak jeji biochemické vlastnosti, tak
mikrobialni slozeni [49]. Aktualni povédomi o potravindch smérem k minimalné¢ zpracovanym
vyrobkim bez ptidanych latek, vysoké vyzivové hodnoty a se zdravotnimi vyhodami, se zvySuje
s informovanosti spotiebitele. V této souvislosti tradi¢ni ¢aj Kombucha nedavno zaujal védce a
spotiebitele z divodi probiotickych vlastnosti. V primyslové vyrobé je nutno zohlednit také
mikrobiotu, vedlejsi produkty a fyzikalné-chemické vlastnosti [50].

2.1.3 SloZeni napoje

Caj Kombucha se ziskidvd ze symbiotické kultury octovych bakterii (AAB;
Komagataeibacter, Gluconobacter a druhy rodu Acetobacter) bakterii mlé¢ného kvaseni (LAB;
Lactobacillus, Lactococcus) a kvasinek (Schizosaccharomyces pombe, Saccaromycodes ludwigii,
Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora
delbrueckii, Brettanomyces buxellensis) ve sladkém médiu, obvykle v ¢erném ¢aji. Jeho
fermenta¢ni proces také vede ktvorbé plovouciho biofilmu na povrchu ristového média
v disledku aktivity ur¢itych kmenit AAB. Hlavnimi pfitomnymi kyselinami jsou kyselina octova,
glukonova, vinna, jablecna a v men$i mire kyselina citronova. VSechny tyto kyseliny jsou
zodpovédné za charakteristickou kyselou chut’ [50-54].
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2.8 Identifikace probiotik pomoci molekularnich metod

2.9 Metoda PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je metoda Siroce pouzivana v molekularni biologii pro
ptipravu mnoha kopii specifického segmentu DNA. S pouzitim PCR jsou kopie sekvenci DNA
exponencialné amplifikovany, aby se vytvorily tisice az miliony dalSich kopii daného segmentu
DNA. PCR je nyni béznou a casto nepostradatelnou technikou pouzivanou v lékaiském
laboratornim a klinickém laboratornim vyzkumu pro Sirokou Skalu aplikaci, vcetné
biomedicinského vyzkumu a forenzni kriminalistiky [55, 56].

K dispozici jsou jak primery rodové specifické pro rod Lactobacillus, tak primery druhové
specifické. Primery rodové specifické (stejné tak i druhové specifické) byly navrzeny na zakladé
rozdild v nukleotidové sekvenci mezernikové oblasti mezi geny kodujicimi 16S a 23S-rRNA a
v sekvenci genu pro 16S rRNA. Castou metodou pro identifikaci bakterii z realnych vzorki je i
druhové-specificka PCR, piripadné PCR v kombinaci s denaturaéni gradientovou elektroforézou
(PCR-DGGE) [57-60].

2.10 Historie PCR

PCR byla vyvinuta Karym Mullisem v roce 1983, zatimco byl zaméstnancem Cetus
Corporation. Kary Banks Mullis je americky biochemik narozeny v roce 1944. Jako uznani svého
vynalezu techniky polymerazové fetézové reakce (PCR) sdilel Nobelovu cenu za chemii v roce
1993 s Michaelem Smithem. Podobny proces poprvé popsali Kjell Kleppe a laureat Nobelovy
ceny za rok 1968, Har Gobind Khorana. Tento proces umoznuje amplifikaci specifickych
sekvenci DNA. [56, 61-64].

2.11 PCR Primery

PCR primery jsou kratké oligodeoxyribonukleotidy nebo oligomery, které jsou navrzeny tak,
aby byly komplementarni s koncovou sekvenci cilového amplikonu. Primery se vétSinou skladaji
z 15-25 nukleotidii a maji vyvazeny obsah G/C a A/T paru (ptiblizn€ 50 - 60%), protoze kazdy ze
dvou primeri je komplementarni k riznym ¢astem cilové sekvence amplikonu [65].

2.12 Proces PCR

Typicky, PCR sestava ze série 20-40 opakovanych teplotnich zmén, nazvanych teplotni cykly,
kazdy cyklus obvykle sestava ze dvou nebo tii oddélenych teplotnich krokt. Cyklické syntéze
Casto predchazi delsi denaturace DNA pii velmi vysoké teploté (> 90 ° C), nasleduje ji dlouha
zavérecna elongace pro prodlouzeni konecného produktu, nebo inkubace pii nizké teploté pro
kratké skladovani. Pouzité teploty a doba jejich aplikace v kazdém cyklu zavisi na rtznych
parametrech, véetné enzymu pouzitého pro syntézu DNA, koncentraci dvojmocnych iontl a
dNTP v reakci a teplot¢ tani (Tm) primerd [66].
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Jednotlivé kroky spole¢né pro vétSinu metod PCR jsou nasledujici:

e Iniciace (10 min, 96 °C)-—pfedehiati  reakéni  smési na  94-98 °C.
Krok je potfebny pii pouziti konkrétnich DNA polymeraz, které jsou extrémné
termostabilni a timto krokem jsou aktivované.

e Denaturace (30 s, 96 °C) — pocateéni krok cyklu. Reak¢ni smés je zahtfata na vysokou
teplotu, pii které disociuji dvé vlakna dvousroubovice DNA.

e Nasedani (30 s, 60 °C) — nasedani primerd.

e Polymerace (1 min, 72 °C) — DNA polymeraza syntetizuje novou DNA v sméru 5' — 3"
naseda na primery a dale syntetizuje dle templatové DNA.
Kroky 2a — 2c se cyklicky opakuji 20 — 40-krat.

e Elongace (10 min, 72 °C)—¢as a teplota, pii které ma DNA polymeraza moznost
dosyntetizovat ptipadné nedosyntetizované jednovlaknové aseky DNA.

e Ukonceni (4 °C) —reakéni smés se na konci PCR reakce schladi a pti 4 °C muze byt
kratkou dobu skladovana [67].

Abychom zkontrolovali, zda PCR uspésné vytvorila predpokladanou cilovou oblast DNA
(také n€kdy oznacovanou jako amplimer nebo amplikon), pro separaci produkti PCR lze pouZit
elektroforézu na agardézovém gelu. Velikost (y) PCR produktd se stanovi porovnanim s DNA
standardem, markerem molekulové hmotnosti, ktery obsahuje DNA fragmenty o znamé velikosti
na gelu vedle produkti PCR [68].
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Obrazek 3 — Pribeh polymerdzové retézové reakce (upraveno dle [69])

2.13 Real-time PCR

Pro kvantifikaci nukleovych kyselin (DNA, RNA) se ve vSech oblastech molekuldrni biologie
s oblibou vyuziva PCR vrealném case (real-time PCR, gPCR). Nazev metody vychazi ze
skutecnosti, ze amplifikace DNA polymerazovou fetézovou reakcei je sledovana v redlném case.
Jedn4d se o kvantitativni metodu na rozdil od konvenéni PCR, coZ znamend, Ze umoziluje
stanoveni presnych mnoZzstvi (relativnich nebo absolutnich) amplifikované DNA ve vzorcich
[70]. RT-PCR se provadi v termocykléru, ktery ma schopnost osvétlit kazdy vzorek paprskem
svétla alespon jedné vinové délky a detekovat fluorescenci emitovanou excitovanym fluoroforem.
Termocycler je také schopen rychle zahtivat a chladit vzorky, a tak vyuzivat fyzikalné-chemické
vlastnost nukleovych kyselin a DNA polymerazy. Proces PCR obvykle sestava z fady teplotnich
zmén, které se opakuji 25-50krat.
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2.14 Detekce PCR produktii pomoci gelové elektroforézy
2.15 Princip fungovani gelové elektroforézy

Elektroforéza je proces, ktery umoznuje separaci molekul podle velikosti. Pomoci
elektrického pole mohou byt molekuly (jako DNA) schopny pohybovat se pfes gel pfipraveny
Z agarozy nebo polyakrylamidu. Elektrické pole sestava z negativniho néboje na jednom konci,
ktery protlacuje molekuly gelem, a kladného naboje na druhém konci, ktery protahuje molekuly
gelem. Jednotlivé vzorky, obsahujici molekuly, jez maji byt separovany, jsou v kapalné formé
nanaseny do jamek v gelovém materialu.

Gel je umistén do elektroforetické komory, ktera je poté pfipojena ke zdroji napéti. Kdyz je
aplikovan elektricky proud, vetsi molekuly se pohybuji gelem pomaleji, zatimco mensi molekuly
se pohybuji rychleji. Molekuly rtizné velikosti vytvaieji na gelu odlisné pruhy (bandy) [71].

2.15.1 Agaréza pro piipravu gelu

Agarozovy gel je trojrozmérna matrice tvofena spiralovitymi molekulami agardzy
Vv superkoloidnich svazcich, které jsou agregovany do trojrozmérnych struktur s kanaly a pory,
kterymi mohou prochazet biomolekuly. 3-D struktura je drzena pohromadé¢ vodikovymi vazbami,
a proto muze byt prevedena zahiatim zpét do kapalného stavu. Teplota tani se 1ii od teploty
gelovaténi, v zavislosti na zdrojich. Agar6zovy gel ma teplotu gelovaténi 35-42 °C a teplotou
tani 85-95 °C [71].

Katoda Zdroj nepéti
oy A I
Elektroforeticky pufr
Jamky . \\ .’

~_

g »\’ \ Anoda
Vzorek |/ B

Agarozovy gel

0

TS 1Y
TER R
Fragmenty o velké ./ ®

lekulové hmotnosti
molekulové hmotnosti > .

\ mw s 2 W7
p s I s 7
AN vi s sa ’ - ‘s

Fragmenty o nizké
molekulové hmotnosti

Obrazek 4 — Schéma gelové agarozové elektroforézy (upraveno dle [12])
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3 CIiL PRACE

Hlavnim cilem v teoretické casti prace byl popis a charakterizace n¢kterych vybranych rodi
probiotik, jejich vyuziti a aplikace zejména pifi onemocnénich zaZivaciho ustroji.
Jelikoz v soucasné dobé pozorujeme rostouci trend spojeny s konzumaci vegetarianskych anebo
veganskych vyrobkd, vV experimentalni Casti jsem se zaméfila na ovéfeni pritomnosti probiotik
Vv téchto rostlinnych produktech. Diiraz byl kladen pfedev§im na izolaci laktobacilt, které jsou
Casto pouzivané a snadno aplikovatelné pii celé fady nemoci. Pravé nahrada probiotik
Z dostupnych produktii by mohla vyfesit problém spojeny s vysSimi finanénimi néklady pfi
konzumaci komerc¢nich probiotickych doplikt. V praci byly splnény nasledujici ukoly:

e Vybér vhodnych produktti s vysokou pravdépodobnosti vyskytu laktobacild
e Kultivace bakterii z téchto produkta

e Izolace genomové DNA pomoci fenol-chloroformové metody

e Piiprava smési pro PCR a amplifikace bakterialni DNA

e Ov¢feni pfitomnosti specifického produktu PCR pomoci gelové elektroforézy.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité komercné dostupné potraviny
Andaco Premium kysané zeli 1 kg
SloZeni:
e kysané zeli (bilé hlavkové zeli, jedla sul, kofeni),
e slany ndlev (pitné voda, jedla stl, konzervant E 211)

Vyrobce: ANDACO s.r.0.
Nitrianska 99
920 01 Hlohovec
Slovenska republika

Tesco okurky kvasené ve slaném korenéném ndlevu 700 g
SloZeni:

e okurky, pitna voda, jedla sl (max. 3 %), kofeni

e bez pridavku konzervantt

Vyrobce: TESCO STORES CR, a.s.
Vrsovicka 1527/68b
100 00 Praha 10

4.2 Pouzité pripravené produkty vlastni fermentaci

Napoj Kombucha
Pomiicky a dopliiky:

e Cerny ¢aj porcovany Lipton (2g) v mnozstvi 4 ks
e cukr titinovy 100 g
e Kombucha nasada (1 ks fungus)

e sklenénd nadoba o objemu 1000 ml

e papirovy ubrousek
e gumicka na utésnéni

e voda
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Postup pripravy:

e Sacky caje byly vlozeny do Cisté, sterilni sklenéné nadoby a zality vrouci vodou.

e Macerace probihala 8 minut a nasledné byly sacky odstranény.

e Ve vodeé byla rozpusténa sachardza ve formé titinového cukru podporujiciho fermentaci.

e Po dikladném rozmichani a rozpusténi sachardzy byla sklenice zaviena a smés se chladila
po dobu 20-30 min, dokud nebyla dosazena teplota 30°C.

e Nasledné byl na hladinu opatrné vlozen fungus houby Kombucha a sklenice byla
urychlené¢ zakryta pomoci hrubych papirovych ubrouskt a utésnéna tésnici gumickou.

e Fermentace probihala po dobu 7 dnti a nasledné po dikladném promichani byl asepticky
odebran vzorek pro experiment.

4.3 Material
4.3.1 Chemikadlie a roztoky

Agardza pro elektroforézu (Top-Bio, Praha, CR)

BB pufr (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

CBH pufr (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

DNA standard (100 bp, Malamité, Moravské Prusy, CR)
Destilovana voda (FCH VUT Brno, CR)

DLB pufr (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
Dodecylsulfat sodny — SDS (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)
DW pufr (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

EB pufr (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)
Ethylendiamintetraoctova kyselina — EDTA (Penta, Chrudim, CR)
Fenol (Lachema, Brno, CR)

Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)
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Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Interkalaéni barvivo Gel-Red (Top-Bio, Praha, CR)
Izoamylalkohol (Lachema, CR)

Kyselina chlorovodikova

Lysozym (Serva, Heidelberg, Brno, SRN)

Lysozym (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
Lactobacillus MRS broth (Himedia®, India)

Nanaseci pufr (Top-Bio, Praha, CR)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

Protedaza (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

RNaza A (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

SYTO-9 gPCR 2x Master mix (Top-Bio, Praha,CR)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan — TRIS BASE (Serva, Heidelberg, SRN)

Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, CR)

4.3.2 Pomicky a pFistroje

Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot/min. (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Detekéni systém pro dokumentaci gelu (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko)
Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exsikator (KIF LAB Freiburg, Némecko)

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

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

Mikropipety Finnpipette (Thermo Scientific — Finnpipette)
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e Mikrovlnné trouba PROLINE SM117

e Minilncubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)

e Nanodrop 2000c UV-Vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
e  Omni DNA mini kolonky (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

e Thermal Cycler Rotor-Gene 6000 (Corbett Research UK Ltd, Cambridge, United
Kingdom)

e Thermo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, Latvia)
e Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™ , Loughborough, UK)

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

e 2 ml sbérné zkumavky (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

e Bé&Zné laboratorni sklo, materialy z plastu apod.

4.4 Priprava chemikalii

Chemikalie a pouzité metody byly provedeny dle skript Analyza vybranych druhii bakterii
mlécného kvaseni pomoci metod molekularni biologie [73].

4.4.1 Ruastova média
e MRS médium (de Man, Rogosa, Sharp)

Na ptipravu tekut¢tho MRS média ureného pro kultivaci baktérii z realnych vzorki bylo
navazeno 5,5 g praskového MRS Lactobacillus Broth, které bylo nasledné rozpusténo ve 100 ml
destilovan¢ vody. Po promichani média Vv Erlenmayerové bance, byla smés umisténa do
autoklavu a vysterilovana. Po vychlazeni bylo médium steriln¢ davkovano do zkumavek
urcenych ke kultivaci. Zkumavky byly utésnény parafilmem a uchovany k dalSimu pouZiti.

Pro ptipravu agarovych ploten bylo do stejné pfipraveného tekutého média navic pfidano 1,5
g bakteriologického agaru. Po vysterilovani bylo médium urychlen¢ nalito na plastové Petriho
misky. Agarové plotny byly uchovany v chladu az do nasledujiciho pouziti.
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4.4.2 Roztoky pro pripravu hrubych lyzati bakterialnich bunék
e 1M Tris-HCI (pH 7,8; 8,0)

121,1 g Tris-baze bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, pH roztoku bylo upraveno
pomoci koncentrované HCI na hodnotu 7,8 (8,0). Roztok byl doplnén destilovanou vodou na
objem 1 litr, nasledné byl rozdélen do alikvotnich podili a poté byl sterilizovan 20 min pfi
121 °C.

e 05MEDTA

186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody, pH bylo upraveno ptidanim asi
20 g NaOH. Nejprve bylo pfidano 15 g NaOH, poté byl hydroxid sodny postupné piidavan po
jednotlivych pecickéch za stalé kontroly pH roztoku. EDTA byla rozpusténa piti hodnoté pH 8,0.
Rozpousténi probihalo za stdlého michani na magnetické michacce. Roztok byl nésledné doplnén
destilovanou vodou na objem 1 litr, rozdélen do alikvotnich podili a poté sterilizovan 20 minut

pti 121 °C.
e Lyzacni roztok A

Roztok byl piipraven ze zasobnich roztokd 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA
(pH 8,0). 10 ml 0,2 M Tris-HCI bylo smichano s 1 ml 0,5 M EDTA. Roztok byl dopInén sterilni
destilovanou vodou na objem 100 ml.

e Lyzacni roztok s lysozymem

K lyza¢nimu roztoku byl piidan lysozym na vyslednou koncentraci 3,0 mg/ml.

e Roztok proteinazy K (10mg/ml)

Proteindza K byla rozpusténa v 1 ml sterilni destilované vody. Roztok byl rozdélen do
alikvotnich podild a uchovan pfi teploté -20 °C.

e Roztok dodecylsulfatu sodného (20 %0)

20 g dodecylsulfatu sodného (SDS) bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody pii soucasném
zahfivani na 68 °C, pH roztoku bylo upraveno na hodnotu 7,0 koncentrovanou HCI. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou na objem 100 ml a rozdé¢len do alikvotnich podilii a ponechan pfi
laboratorni teplot¢.

4.4.3 Roztoky pro izolaci bakterialni DNA
e Smés chloroform-isoamylalkohol

Chloroform a isoamylalkohol byly smichany v poméru 24:1.
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e Fenol (pH 7,8)
Nasyceny roztok fenolu v TE pufru, pH 7,8.

e Octan sodny (3 M)
40,81 g CH3COONa . 3 H20 bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody.

e TE pufr

Byl smichan 1 ml 1 M Tris-HCIl s0,2 ml 0,5 M EDTA. Roztok byl doplnén sterilni
destilovanou vodou na objem 100 ml, autoklavovan pfi teplot¢ 121 °C po dobu 20 minut a
rozdélen do alikvotnich podili.

4.4.4 Roztoky pro agarézovou elektroforézu
e 0,5x TBE pufr

54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpusténo v 600 ml destilované vody. Poté bylo
pridano 20 ml 0,5 M EDTA a doplnéno destilovanou vodou na objem 1000 ml. Pfed pouzitim byl
roztok TBE 10 x zfedén na pozadovanou koncentraci pomoci destilované vody.

e Agarozovy gel pro elektroforézu

Navazka 1,2-1,8 g agarozy byla rozpusténa v 100 ml 0,5 x koncentrovaného roztoku TBE.

e Nanaseci pufr

Roztok nanéseciho pufru byl smichan s realnymi vzorky (5 ul Gel-Red a 15u vzorky s DNA).
Obdobné¢ se postupovalo s produkty PCR, kdy byl nanaseci pufr smichan se vzorky v poméru 1:3.

e DNA standard

Pro tyto ucely byl pouzit DNA standard 100 bp (Malamité, Moravské Prusy, CR), ktery
obsahoval fragmenty o velikosti 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500

parti bazi.

4.5 Metody
4.6 Fenol-chloroformova izolace DNA
4.6.1 Lyze bakteridlnich bunék

e 1 ml bunétné kultury v 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkéch byl centrifugovan pii 15 000
ot./min po dobu 3 minut.

e Supernatant byl opatrné slit a sediment byl ponechan k dokonalému okapani.
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4.6.2

4.6.3

Sediment obsahujici pelet bunék byl resuspendovan v 1 ml lyza¢niho pufru A.
Nejdiive bylo ptfidanych pouze 100 ul pufru, suspenze byla promichana a poté bylo
pridanych zbyvajicich 900 ul pufru. Suspenze byla opét promichana.

Suspenze byla nasledné centrifugovana pti 15 000 ot./min po dobu 3 minut.
K sedimentu bylo pfidanych 500 pl lyza¢niho pufru B a smés byla opét promichéna.
Vzorky byly ponechédny k inkubaci po dobu 1 hodiny pii laboratorni teploté.

Po hodiné bylo k suspenzi ptidano 12,5 pl 20 % roztoku SDS a 5 pl proteinazy K
(100 pg/ml) a smés byla diikladn¢ promichana.

Vzorky byly inkubovany pii 55 °C do projasnéni roztoku asi 1 hodinu. Obcas byly
promichany.

Fenolova extrakce bakterialni DNA
K 500 pl lyzatu bunék byl ptidan stejny objem fenolu.

Smés byla kyvavym pohybem promichavana po dobu 4 minut a nasledné¢ byla
centrifugovana pii 15 000 ot./min po dobu 3 minut.

Pomoci $picky byla odebrana vodni faze obsahujici DNA do ¢isté zkumavky.

Vodni faze s DNA byla doplnéna TE pufrem na objem 500 pl a poté byla do roztoku
ptidana smés chloroform-izoamylalkohol (24:1).

Smés byla promichavana po dobu 4 minut kyvavym pohybem.
Nasledn¢ byla smés centrifugovana pti 15 000 ot. /min po dobu 3 minut.

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

SraZeni DNA ethanolem

Pomoci automatické pipety byl zméfen objem vzorku DNA ve zkumavce a celkovy objem
byl doplnén TE pufrem na 400 pl.

Ke vzorku DNA bylo ptidano 20 pl 3 M octanu sodného a roztok byl promichén.

Nasledné byl k smési pfidan 1 ml 96 % ethanolu vychlazeného na -20 °C a smé&s byla opét
promichéna.

Smés byla centrifugovana pii 15000 ot./min po dobu 15 minut. Opatrné byl odlit
supernatant a sediment byl ponechan v exsikéatoru asi 10 minut, aby doslo k dokonalému
vysuseni.

DNA byla rozpusténa v TE pufru a uchovana pii teploté 4 °C.
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4.7 lzolace pomoci sady Omni Bacterial DNA Purification Kit
e Z tekutého MRS media byl odebran 1 ml bunéénych kultur.
e Smés obsahujici kultury byla centrifugovana po dobu 10 minut pti 4000 g.
e Supernatant byl nasat a odstranén.

e Ksedimentu bylo pfidano 200 pl TE pufru, pelet byl rozptylen do pufru pomoci
vortexovani a diakladn¢ promichén.

e Nasledné¢ bylo do zkumavky piidano 10 pl lysozymu a zkumavka byla umisténa
do inkubatoru ptedehtatého na 37 °C.

e Obsah zkumavky byl ptemistén do ¢isté 1,5 ml zkumavky a do roztoku bylo pfidano 25 pl
roztoku proteazy a 100 ul DLB pufru. Smés byla vortexovana po dobu 10 sekund.

e Po diikkladném promichani byla zkumavka inkubovana v pii 55 °C 1 hod.

e Po inkubaci bylo do smési pfidano 5 pl RNazy A. Zkumavka byla michana smérem
nahoru a dolu, aby doslo k tiplnému promichani.

e Opét byla zahajena inkubace pii laboratorni teploté po dobu 5 minut.

e Pak byl obsah zkumavky zcentrifugovan pii 10 000 g po dobu 2 minut.

e Supernatant byl pfemistén do nové 1,5 ml mikrozkumavky bez poruseni peletu.
e K supernatantu bylo pak ptidano 220 pl BB pufru a smés byla zvortexovana.

e Po promichéani byla smés inkubovéna pti 65 °C po dobu 10 minut.

e Po inkubaci bylo do zkumavky ptidano 220 pl 100 % ethanolu a smés byla michana 20
sekund pi1 maximalni rychlosti.

e Do sbérné zkumavky o objemu 2 ml byla vloZena kolonka Omni DNA Mini Column.
e Vzorek byl nasledné do této kolonky nalit v€etné jakychkoliv precipitati.

e Zkumavka se vzorkem byla centrifugovana po dobu 1 min pii 10 000 g.

e Filtrat byl odstranén a kolonka byla vloZena do ¢isté sbérné zkumavky.

e Do zkumavky byl pfidan roztok CBH pufru o objemu 500 pl.

e Smés byla podrobena centrifugaci pii 10 000 g po dobu jedné minuty.

e Filtrat byl znovu odstranén a kolonka byla vloZzena do ¢isté zkumavky, do které bylo
napipetovano 700 ul DW pufru.

e Sm¢s byla centrifugovana pii 10 000 g 1 minutu.

e Po odstranéni filtratu byla kolonka vloZzena do dalsi Cisté zkumavky a 3 predeslé kroky
byly zopakovany véetné premyti DW pufrem.

e Pak byla provedena centrifugace s vyuzitim maximalnich otac¢ek po dobu 2 minut az do
vysuSeni kolonky.
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Kolonka byla nasledné vlozena do cisté Eppendorfovy zkumavky a na kolonku bylo
napipetovano 100 pl predehtatého EB pufru.

Po 5 minutach stani pii pokojové teploté byla zkumavka zcentrifugovdna po dobu
1 minuty pii 10 000 g a DNA byla eluovana do roztoku EB pufru.

4.8 Metody spole¢né pro DNA izolovanou pomoci fenol-chloroformu i komeréniho

48.1

4.8.2

Kitu
Spektrofotometrické stanoveni Cistoty DNA

Koncentrace a ¢istota DNA izolované z probiotickych bakterii byla ovéfena na pfistroji
Nanodrop 2000.

Nukleova kyselina byla zfedéna pomoci TE pufru a néasledné byly jednotlivé vzorky
kapnuty pomoci mikropipety na spektrofotometrickou kyvetu.

Po uzavfteni prostoru byla zméfena absorbance v rozsahu vinovych délek 220-330 nm.

Absorbance Azeo zprostiedkovala informaci o koncentraci DNA a pomér hodnot
absorbanci A2eo/Azg0 zprostiedkoval informaci o istoté ptislusné nukleové kyseliny.

Polymerazova ietézova reakce V redlném c¢ase — RT PCR
Vzorky obsahujici izolovanou DNA byly ziedény na koncentraci 10 ng/ul.

Vsechny komponenty PCR reakce byly pted pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce
Zcentrifugovany.

PCR sm¢s byla smichana v boxu, ktery byl vysterilovan pomoci UV zafeni.

Jednotlivé reakéni komponenty byly pipetovany v tomto potadi:

Tabulka 2 — mnozstvi reakcnich komponent pro PCR

Komponenta O(bl:f)m
Voda pro PCR 9,5
SYTO-9 gPCR 2x Master Mix 12,5
Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
Primer 2 (10 pmol/pl) 1,0
Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0
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e Master Mix pfipraven timto zplsobem byl pipetovan do specialni Eppendorfovy
zkumavky pro qPCR o objemu 200 pl.

e Do zkumavky bylo vzdy pfidano 24 pl Master Mixu a 1 pl templatové DNA o
koncentraci 10 ng/ul. Celkovy objem tedy ¢inil 25 pl.

e Byla pfipravena negativni kontrola, kdy misto 1 ul DNA matrice byl k 24 pl PCR smési
ptidan 1 pl vody pro PCR.

e Pozitivni kontrola byla pfipravena z druhu Lactobacillus Casei pochézejiciho ze
sbirkového kmene CCM 7089.

e Kuvantitativni PCR byla provedena za pouziti specifickych primeri uvedenych v Tabulce

3.

Tabulka 3 — pouzité primery pro gPCR pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Velikost
Specifita Primery Sekvence primeru (5'- 3") produktu PCR
[bp]
N F eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T .
Bacteria R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTG TT
Rod F alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA
. 92
Lactobacillus | R alllact | AAATCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT

4.8.3 Amplifikacni program pro qPCR

e Po smichani komponent s templatovou DNA byla provedena amplifikace S vyuZitim
konkrétniho teplotniho profilu pro dané primery.

e Vybrany teplotni profil pro doménu Bacteria i rod Lactobacillus je uveden v Tabulce 4.
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Tabulka 4 — Teplotni programy

Specifita ProdlouZena Denaturace Hybridizace Syntéza Dosyntetizovani
P denaturace DNA DNA primeri novych retézci DNA
Doména 95°C/30s 55°C/30s 72°C/30s
. 95 °C /5 min 72 °C /5 min
Bacteria .
30 opakovani
Rod 95°C/30s 55°C/30s 72 °C/ 1 min
. 95 °C/ 5 min 72 °C /5 min
Lactobacillus .
30 opakovani

4.8.4

Detekce produktic PCR pomoci agarozové gelové elektroforézy

Metodou agarézové gelové elektroforézy byly detekovany produkty qPCR pro doménu
Bacteria i rod Lactobacillus.

Pro doménu Bacteria byl ptipraven 1,5 % agarézovy gel, pro rod Lactobacillus 1,8 % gel.

Gel byl ptipraven rozpusténim 1,5/ 1,8 g agardzy ve 0,5x TBE pufru v Erlenmeyerové
baiice a jejim naslednym rozvaienim v mikrovinné troubé¢.

Po vychladnuti na teplotu piiblizné 50-60 °C byla do suspenze pifidano interkalacni
barvivo o objemu 10 pl a suspenze agar6zy byla po promichani opatrné nalita do
predpfipravené formy, do které byl nasledné vloZen hiebinek.

Tuhnuti gelu probihalo cca 25-30 minut.

Poté byl opatrné vyjmut hiebinek z pripravené¢ho gelu a do jamek byly pipetovany
produkty PCR smichané se 6 x koncentrovanym nanasecim pufrem (25 pl vzorku, Sul
nanéseciho pufru).

Do kazdé jamky bylo pipetovano 15 pl vzorku PCR produktu, do jedné jamky bylo
pipetovano 5 pl DNA standardu Malamité (100 bp) a do jinych jamek také pozitivni 1
negativni kontrola o objemu 15 pl.

Vanicka obsahujici gel byla nasledné vlozena do elektroforetické vany a byla pielita
roztokem 0,5 x TBE pufru asi 1 cm nad vysku gelu.

Po pripojeni ke zdroji bylo zkontrolovano spravné zapojeni k anodé / katodé a byla
spusténa elektroforéza, ktera trvala 1,5 hod pfi konstantnim napéti 70 V.

V case ukonceni byl vypnut zdroj napéti a konektory byly vyjmuty, roztok TBE pufru byl
vylit a gel byl vyfotografovan pod UV svétlem na piistroji Azure ™ ¢ 200.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kaultivace bakterii z realnych vzorki

Kultury pochazejici zredlnych vzorkd byly kultivovany v tekutém MRS mediu po dobu
24-48 hodin pii teploté 37 °C az do vzniku patrného bilého zakalu. Nasledné byly tyto kultury
pomoci kiiZového roztéru kultivovany na bakteriologickém agaru.

Obrazek 4 - Sedimentované kolonie rodu Lactobacillus z houby Kombucha v tekutém MRS mediu

Obrdazek 5 — Kiizovy rozter kolonii laktobacili z houby Kombucha na MRS agaru
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Obrazek 7 - Krizovy roztér kolonii laktobacilii na MRS agaru z okurkit TESCO

5.2 1Izolace bakterialni DNA metodou fenol-chloroformové extrakce

Z cistych kultur v tekutém médiu bylo po diikladném promichéni odebrano alikvotni mnoZstvi
k fenolové extrakci. Po extrakci probéhlo ethanolové srazeni a vzorky rozpusténé v TE pufru
byly umistény do lednice piiblizné na 24 hodin.

5.3 lzolace bakterialni DNA pomoci komeré¢niho kitu Omni Bacterial DNA
Purification Kit
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Pro ucely izolace bakterialni DNA pomoci komer¢niho kitu byly pouzity buiiky narostlé
v tekutém MRS médiu obdobné jako u fenol-chloroformové extrakce. 1zolace byla provedena
s pomoci protokolu uréeného pro bakteridlni izolaci dodaného vyrobcem.

5.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA z bakterialnich
kultur

Cistota a koncentrace izolované DNA byla ovéfena pomoci spektrofotometricky na pfistroji
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Z poméru absorbanci byla stanovena Cistota bakterialni
DNA. Vysledky spektrofotometrického stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 3 pro fenolovou
extrakci a v Tabulce 4 pro izolaci pomoci Omni Bacterial DNA Purification Kit.

Tabulka 5 — spektrofotometrické stanoveni vyizolované bakterialni DNA pomoci metody
fenol-chloroformu

DNA A260 nm A280 nm A260 nm/280nm ¢ DNA
Vzorek & [] [] [] [ng/ul]
1 23.143 11,451 2.02 11572
2 47 290 21,681 2.18 23645
Kombucha 3 55379 26,291 211 2769,0
11 7783 4200 1,85 389,1
21 7,330 4191 1,75 366,5
31 7.093 4.100 1,73 354.7
1 58702 27.160 2,16 29351
2 9,410 4,630 2.03 4705
Zeli 3 32.462 15,327 2.12 1623.1
11 7528 4141 1,82 376.4
21 7235 4,052 1,79 361,7
31 5,664 3,226 1,76 283,2
1 1,880 1,201 157 94,0
2 0,437 0,262 1,67 21.9
3 0,761 0,403 1,89 38,0
4 2.207 1,425 1,55 110.4
5 3,068 1,901 1,61 153.4
6 1,703 1,122 1,52 85.2
7 1,081 1,24 1,60 99,1
Okurek 11 2,388 1,538 1,55 119.4
21 2,368 1523 1,56 118.4
31 0,797 0,515 1,55 39.8
41 0,782 0,510 153 39.1
51 4311 2,140 2.01 215.6
6.1 2.056 1172 1,75 102,8
71 3,898 2.107 1,85 104,9
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Tabulka 6 — spektrofotometrické stanoveni vyizolované bakterialni DNA pomoci komercniho kitu

DNA A260 nm A280 nm A260 nm/280nm c DNA
Vzorek 3 [ [] [ [ng/p]
1 0,056 0,033 1,7 2,8
11 0,037 0,020 1,87 1,9
Kombucha 2 0,155 0,088 1,77 7,8
2.1 0,225 0,124 1,81 11,3
3HL 1,261 0,626 2,02 63,1
3.1 HL 1,303 0,698 2,18 66,8
1 0,098 0,061 1,60 49
11 0,084 0,047 1,81 4,2
Zeli 2 0,113 0,059 1,91 5,6
2.1 0,147 0,102 1,44 7,3
3HL 2,54 1,168 2,17 127,0
3.1 HL 2,62 1,175 2,09 136,6
1 1,842 1,035 1,78 92,1
1.1 1,434 0,804 1,78 71,7
Okurek 2 4,543 2,457 1,85 227,1
2.1 4,283 2,316 1,85 214,2
3HL 2,731 1,459 1,87 136,6
3.1 HL 2,716 1,468 1,91 1428
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5.5 Porovnani koncentrace a ¢istoty DNA na zakladé odliSnych zpiisobu izolace

Koncentrace a ¢istota vyizolované DNA byla proméfena na Nanodropu 2000 pro oba zptisoby
izolace a vysledky byly srovnany. Pro lepsi vizualizaci pfislusnych koncentraci byly sestrojeny
v programu MS EXCEL sloupcové grafy znazornujici mnozstvi vyizolované DNA pro jednotlivé
vzorky. Bylo zjisténo, ze pii izolaci bakterialni DNA okurku byly koncentrace vyssi pii pouZiti
komerc¢niho kitu Omni Bacterial DNA Purification Kit. Optimalizace znaci, Ze byly nejprve
izolovany hrubé lyzaty bun€k a teprve pak bylo postupovano dle protokolu od bodu 13.
V piipad€¢ izolace bakteridlni DNA zeli i houby Kombucha byla optimalizace mnohem
efektivnéj$i nez samostatni izolace zahrnujici vSechny body protokolu, avSak pro tyto vzorky
byla mnohem vetsi vytéZznost DNA pii pouziti metody fenol-chloroformu. Neni vSak ziejmé,
jestli izolace DNA fenol-chloroformovou metodou nezahrnula i izolaci DNA jinych
mikroorganismu (napf. kvasinek) ¢i rostlinnou DNA.

POZN: hodnoty koncentrace zkreslujici grafické zndazornéni byly ze souboru hodnot vyrazeny

Graf 1 — porovnani koncentrace DNA izolované metodou fenol-chloroformu, komerénim kitem a
optimalizaci pro vzorek okurku
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Graf 2 - porovnani koncentrace DNA izolované metodou fenol-chloroformu, komercnim kitem a
optimalizaci pro vzorek kysaného zeli Andaco Premium
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Graf 3 - porovnani koncentrace DNA izolované metodou fenol-chloroformu, komercnim kitem a
optimalizaci pro vzorek houby Kombucha
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5.6 Naredéni DNA na koncentraci 10 ng/pl

Pro tcely polymerazové tetézové reakce bylo nutno nafedit vzorky DNA na pozadovanou
koncentraci 10 ng/ul. Redéni probihalo tak, e koncentrace vzorku obsahujici DNA byla vzdy
rovna objemu 10 pl a na zfedéni byl pouzit roztok TE pufru podle piislusné koncentrace.
(Pt.: jestlize koncentrace vzorku byla 100 ng/ ul, pak byla od této hodnoty odeétena 10 a zbyly
objem piedstavoval mnozstvi TE pufru, v tomto piipadé 90 ul.) Nasledné byly takto nafedéné
vzorky pouzity na amplifikaci.

5.7 Kvantitativni qPCR specificka pro doménu Bacteria

Pomoci qPCR byla ovétena pfitomnost bakterialni DNA. Pro reakci byly vybrany specifické
primery R_eub a F_eub specifické pro doménu Bacteria, s o¢ekavanou velikosti amplikonu 466
bp. Tyto primery umoznily ovéfeni pFitomnosti bakterii ve vzorcich zeli, okurku i houby
Kombucha. RT-PCR byla provedena jak pro DNA izolovanou pomoci fenolové extrakce, tak pro
DNA izolovanou komerénim kitem Omni Bacterial DNA Purification Kit. Produkty PCR byly
detekovany pomoci gelové elektroforézy na Obrazku 8 a 9.

466 bp
100 bp

Obrazek 8 — Agarozova gelova elektroforéza produktii specifickych pro doménu Bacteria pripravenych
metodou fenolové extrakce
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Tabulka 7 — vysledky gelové agarozové elektroforézy pro doménu Bacteria pomoci izolace DNA
fenolovou extrakci

e - PCR produkt nebyl detekovan

e + PCR produkt byl slabé detekovain

e ++ PCR produkt byl detekovan silnéji

e +++ PCR produkt vykazoval velkou intenzitu

e X Mmezera

o NK —negativni kontrola (bez DNA matrice)

e PK - pozitivni kontrola (10 ng/ul: Lactobacillus Casei)

I:n-'ni Vzorek Produkt E!ruh:i Vzorek Produkt
Rada DNA PCR Rada DNA PCR
1 DNA standard 100 bp - 1 DNA standard 100 bp -

2 Kombucha 1 - 2 Okurek TESCO 1 ++
3 Kombucha 2 - 3 Okurek TESCO 2 ++
4 Kombucha 3 - 4 Okurek TESCO 3 ++
5 Kombucha 1.1 - 5 Okurek TESCO 4 ++
é Kombucha 2.1 - 6 Okurek TESCO 3 +++
7 Kombucha 3.1 - 7 Okurek TESCO 6 ++
8 x X 8 Okurek TESCO 7 ++
9 x X Okurek TESCO 1.1 +++
10 Zeli Andaco Premium 1 + 10 Okurek TESCO 2.1 +
11 Zeli Andaco Premium 2 + 11 Okurek TESCO 3.1 ++
12 Zeli Andaco Premium 3 + 12 Okurek TESCO 4.1 ++
13 Zeli Andaco Premium 1.1 + 13 Olcurek TESCO 5.1 ++
14 Zeli Andaco Premium 2.1 + 14 Olurek TESCO 6.1 ++
15 Zeli Andaco Premium 3.1 + 15 Olurek TESCO 7.1 ++
16 NE - 16 NE -
17 PK + 17 PK +H+
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466 bp

100 bp

Obrazek 9 - Agarozova gelova elektroforéza produktii specifickych pro doménu Bacteria pripravenych
pomoci Kitu Omni Bacterial DNA Purification Kit

Tabulka 8 - vysledky gelové agarozové elektroforézy pro doménu Bacteria pomoci izolace DNA
pomoci komercéniho kitu Omni Bacterial DNA Purification Kit

Béh Vzorek Produkt | Béh Vzorek Produkt
¢ DNA PCR ¢ DNA PCR
1 DNA standard 100 bp - 13 Kombucha 2 ++
2 Zeli Andaco Premium HL 1 ++ 14 Kombucha 2.1 ++
3 Zeli Andaco Premium HL 1.1 ++ 15 X X
4 Zeli Andaco Premium 1 ++ 16 Okurek TESCO HL 1 +++
5 Zeli Andaco Premium 1.1 ++ 17 Okurek TESCOHL 1.1 +++
6 Zeli Andaco Premium 2 ++ 18 Okurek TESCO 1 +++
7 Zeli Andaco Premium 2.1 ++ 19 Okurek TESCO 1.1 +++
8 X X 20 Okurek TESCO 2 +++
9 Kombucha HL 1 ++ 21 Okurek TESCO 2.1 +++
10 Kombucha HL 1.1 ++ 22 X -
11 Kombucha 1 ++ 23 NK -
12 Kombucha 1.1 ++ 24 PK +++
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5.7.1 Analyza kiivek tani pro doménu Bacteria — izolace fenolovou extrakci

Béhem RT-PCR procesu byly zhotoveny programem RotorGene 6000 kiivky tani
jednotlivych specifickych produkti. S vyuzitim primerd F eub a R eub se podaiilo
naamplifikovat konkrétni tsek bakterialni DNA. U vzorkli okurku i zeli je patrné, ze se usek
amplifikoval, avSak u vzorkti houby Kombucha je amplifikace nepatrna az zanedbatelna, cemuz
odpovida i1 detekce pomoci metody gelové elektroforézy (viz vyse — Obrazek 6).

Pozitivni kontrola -
/ actobacillus Casei

Vzorek okurku

Vzorek zeli

= \%,,",’/.I/Il. \ |
p A \\!!//l/'.l/'i'. i \\ .
’///"lh.'.'- . ‘_//\ \\\\\\ legativni kontrola
i — B -

Teplota (°C)

Obrazek 10 — krivky tani pro doménu Bacteria vyhotovené z DNA vyizolované pomoci metody
fenol-chloroformu; fialové krivky prislouchaji vzorkim okurku, modré krivky vzorkiim zeli, zelené krivky
vzorkim houby Kombucha, pozitivai kontrola je vyznacena tmavo-modre, negativni kontrola Sedé
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5.7.2 Analyza kiivek tani pro doménu Bacteria — izolace komercnim kitem

RT-PCR aplikovana na vzorky vyizolované pomoci kitu Omni Bacterial DNA Purification
Kit poskytla lepsi vysledek. Byly naamplifikovany vSechny vzorky okurku, zeli i Kombuchy.
Reakce probihala analogicky jako v prvnim ptipadé pro DNA izolovanou fenolovou extrakci.
Byly pouzity stejné primery F_eub a R_eub. Vysledky namerené na RotoruGene 6000 odpovidaji
detekci pomoci metody gelové elektroforézy. (Viz. Obrazek 9)

7 7 0 @ P % % ) ) U % %

5 5 5% 5 ) ) & ) ) b 7 74
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Obrazek 11 — krivky tani pro doménu Bacteria vyhotovené z DNA izolované pomoci komercniho kitu
Omni Bacterial DNA Purification Kit; zelené krivky prislusi vzorkiim okurku, modré kiivky vzorkiim zeli,
hnédeé krivky vzorkiim houby Kombucha, pozitivni kontrola je vyznacena riuzoveé, negativni kontrola sedé
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5.8 Kvantitativni qPCR specificka pro rod Lactobacillus

Pii rodové specifické RT-PCR byla ovéfena pritomnost probiotického rodu Lactobacillus.
Pro reakci byly vybrany specifické primery R _alllact a F_alllact o velikosti 92 bp. Tyto primery
umoznily ovéfeni piitomnosti rodu Lactobacillus ve vzorcich zeli, okurku i houby Kombucha.
RT-PCR byla provedena jak pro DNA vyizolovanou pomoci fenolové extrakce, tak pro DNA
vyizolovanou z komeréniho kitu Omni Bacterial DNA Purification Kit. Produkty PCR byly
detekovany pomoci gelové elektroforézy a porizena fotografie je uvedena na Obrazku 11 a 12.

100 bp
92 bp

Obrdazek 12 — Agardzova gelova elektroforéza produktii specifickych pro rod Lactobacillus pripravenych
pomoci metody fenol-chloroformu
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Tabulka 9 — vysledky garozové gelové elektroforézy pro rod Lactobacillus izolovany metodou
fenolové extrakce

Prvni Vzorek Produkt | Druha Vzorek Produkt
Rada DNA PCR Rada DNA PCR
1 DNA standard 100 bp i 1 DNA Sti”pdard 100 ¥
2 Zeli Andaco Premium 1 - 2 Okurek TESCO 1 +
3 Zeli Andaco Premium 1.1 - 3 Okurek TESCO 2 ++
4 Zeli Andaco Premium 2 - 4 Okurek TESCO 3 ++
5 Zeli Andaco Premium 2.1 - 5 Okurek TESCO 4 ++
6 Zeli Andaco Premium 3 - 6 Okurek TESCO 5 ++
7 Zeli Andaco Premium 3.1 - 7 Okurek TESCO 6 +
8 X X 8 Okurek TESCO 7 +
9 X X 9 Okurek TESCO 1.1 +
10 Kombucha 1 - 10 Okurek TESCO 2.1 +
11 Kombucha 2 - 11 Okurek TESCO 3.1 +
12 Kombucha 3 - 12 Okurek TESCO 4.1 +
13 Kombucha 1.1 +++ 13 Okurek TESCO 5.1 +
14 Kombucha 2.1 - 14 Okurek TESCO 6.1 +
15 Kombucha 3.1 - 15 Okurek TESCO 7.1 ++
16 NK - 16 NK -

17 PK +++ 17 PK +++
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300 bp

100 bp
92 bp

Obrazek 13 - Agarozova gelova elektroforéza produktit specifickych pro rod Lactobacillus pripravenych
pomoci komercniho kitu Omni Bacterial DNA Purification Kit

Tabulka 10 — vysledky agarézové gelové elektroforézy pro rod Lactobacillus vyizolovany
komercnim kitem Omni Bacterial DNA Purification Kit

Béh Vzorek Produkt | Béh Vzorek Produkt
¢ DNA PCR ¢ DNA PCR
1 DNA standard 100 bp - 13 Kombucha 2 ++
2 Zeli Andaco Premium HL 1 ++ 14 Kombucha 2.1 ++
3 Zeli Andaco Premium HL 1.1 ++ 15 X X
4 Zeli Andaco Premium 1 ++ 16 Okurek TESCO HL 1 +++
5 Zeli Andaco Premium 1.1 ++ 17 Okurek TESCOHL 1.1 +++
6 Zeli Andaco Premium 2 ++ 18 Okurek TESCO 1 +++
7 Zeli Andaco Premium 2.1 ++ 19 Okurek TESCO 1.1 +++
8 X X 20 Okurek TESCO 2 +++
9 Kombucha HL 1 ++ 21 Okurek TESCO 2.1 +++
10 Kombucha HL 1.1 ++ 22 X -
11 Kombucha 1 ++ 23 NK -
12 Kombucha 1.1 ++ 24 PK +++
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5.8.1 Analyza k¥ivek tani pro rod Lactobacillus — izolace fenolovou extrakci
Kftivky tani pro rod Lactobacillus jsou znazornény na Obrazku 12. Fenolovou extrakci

vyizolovana DNA byla amplifikovana dobic u vzorki okurku, ¢aste¢né u vzorka zeli. U houby
Kombucha byla amplifikace téméf zanedbatelna, kromé jednoho vzorku vyznaceného v Obrazku
12. Je mozné, ze tento vzorek byl kontaminovan pii procesu michani Master Mixu s bakterialni

DNA jinych vzorki.
/ '\‘\‘ Pozitivai kontrola -
|\ Lactobacillus Casei
45 i
;}
4 1
\
q_thorekKombuchy
\
35 |
]
|
\
3 |
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J Vzorek okurku

% 78 80
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Obrazek 14 — krivky tani pro rod Lactobacillus vyhotovené z DNA vyizolované pomoci fenolové extrakce;
ruzové krivky prislouchaji vzorkim okurku, modré krivky vzorkiim zeli, oranzové krivky vzorkiim houby

Kombucha, pozitivni kontrola je vyznacena zelené, negativni kontrola sedé
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5.8.2 Analyza kiivek tani pro rod Lactobacillus — izolace komerénim kitem

Amplifikace Gseku bakterialni DNA s vyuzitim primert F_alllact a R_alllact prob¢hla 1épe
nez u DNA vyizolované fenolovou extrakci. Nejslabsi koncentraci vykazovaly opét vzorky
Kombuchy. Jelikoz jsou kiivky tani zrealnych vzorkd posunuty K vyssi teploté, je mozné
konstatovat, Ze se jednalo o jiny druh nez u pozitivni kontroly Lactobacillus Casei.

58 . Pozitivni kontroly

56
54
52

48
46
44
42
4 ,“ Vzorek okurku

Vzorek zeli
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Negativni
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Obrazek 15 — kiivky tdani pro rod Lactobacillus vyhotovené z DNA vyizolované pomoci komercniho Kitu
Omni Bacterial DNA Purification Kit; fialové krivky prislouchaji vzorkiim okurku, modré kiivky vzorkiim
Kombuchy, hnédé kiivky vzorkiim zeli, pozitivni kontrola je vyznacena cervené, negativni kontrola Sedé
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6 DISKUZE

6.1 Kaultivace probiotickych bakterii

Kultivaci probiotickych bakterii bylo nutno provést vzhledem k tomu, ze DNA vyizolovana
Z ndleva redlnych vzorkl neméla dostateCnou Cistotu a kvalita této DNA nebyla postacujici
k dalsi praci. Jako kultiva¢ni médium bylo zvoleno MRS médium (de Man, Rogosa a Sharp)
uvedeno V literatuie jako spolehlivé kultiva¢ni médiim pro rod Lactobacillus.

Ze vzorku zeli i houby Kombucha byly kultivovany laktobacily po dobu 48 hodin az do
zietelného bilého zakalu. Tyto Cisté kultury byly skladovany v aseptickych podminkach v lednici
a nasledné pouzivany k experimentim. Cistota byla potvrzena i roztérem na agarové plotny.
Kultury byly srovnany s pozitivni kontrolou, kterou byl probioticky druh Lactobacillus
Rhamnosus CCM 4798, jehoz vysev na agarovou plotnu byl proveden paraleln¢ s kultivaci
baktérii z realnych vzorkd. Tvar, velikost i barva kolonii redlnych vzorkd odpovidala ptesné
témto vlastnostem pozitivni kontroly [73].

6.2 lzolace DNA fenol-chloroformovou metodou

Z Cistych kultur obsahujicich probiotické bakterie byly pfipraveny hrubé lyzaty bunék.
Nésledna izolace bakteridlni DNA byla provedena metodou fenol-chloroformové extrakce, ktera
nachazi své uplatnéni v oblasti molekularni biologie a ackoli je starsi, je velmi citlivou a pfesnou
metodou [74]. Procisténi DNA bylo realizovano pomoci ethanolového srazeni.

Po rozpusténi nukleovych kyselin v roztoku TE byla stanovena koncentrace a ¢istota DNA na
piistroji Nano Drop 2000. Koncentrace DNA se pohybovala v rozmezi 470,5 — 2935,1 ng/pl.
Na zakladé pomért absorbanci Azeo/Azso byla zjisténa mira kontaminace proteiny. Jelikoz
hodnoty u vzorktu zeli a vzorki Kombuchy nepoklesli pod hodnotu pomérd nizsi nez 1,7 je
mozno konstatovat, Ze vzorky nebyly kontaminovany proteiny. V piipadé kvaSenych okurkt byla
hodnota niz$i, coz znaci znecisténi proteiny [73].

6.3 1Izolace bakteridlni DNA pomoci komeréniho kitu Omni Bacterial DNA
Purification Kit

Jind metoda pouzita pfimo na izolaci bakteridlni DNA byla aplikovana na vSechny vzorky
rostlinnych fermentovanych produkti stejné jako v prvnim pfipad¢. Je mozné konstatovat, Ze
izolace komer¢nim kitem poskytla Cistéjsi DNA, coz bylo uréeno opét spektrofotometrickym
stanovenim. Poméry absorbanci Azeo/Azs0 az na dvé vyjimky nepoklesly pod hodnotu 1,7; DNA
byla tedy ve vhodné kvalité pro molekuldrni metody a nevykazovala vétsi kontaminaci. Jelikoz
byla souprava uréena piimo pro bakteridlni izolaci, vysledky jsou piesnéjsi nez v piipade
fenolové extrakce, kde mohlo dojit 1 k vyizolovani jinych mikroorganisma ¢i rostlinné DNA.

cvwr

amplifikaci.
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6.4 Kvantitativni qPCR specificka pro doménu Bacteria

Pritomnost bakterialni DNA byla ovéfena metodou polymerazové fetézové reakce v realném
Case za pouziti primeru specifickych pro doménu Bacteria a to F_eub a R_eub o délce 466 bp
[75]. V piipadé vzorku, u kterych byla provedena izolace DNA fenol-chloroformovou metodou
se amplifikovali spravné vzorky okurkd a v mensi mire také vzorky zeli, u houby Kombucha byla
amplifikace jen Caste¢nd a nedokonala.

6.5 Kbvantitativni qPCR specificka pro rod Lactobacillus

Pomoci PCR v redlném case byl amplifikovan tisek DNA odpovidajici pouzitym primerim
F_alllact a R_alllact o délce 92 bp. Byla tedy potvrzena ptitomnost rodu Lactobacillus dle
Haarmanové (Lactobacillus spp.) ve vSech vzorcich [75]. Amplifikace byla riizna, avsak obecné
lepsi vysledky poskytovala PCR pro DNA izolovanou komerénim kitem Omni Bacterial DNA
Purification Kit. Ve srovnani s pozitivni kontrolou, jiz byl druh Lactobacillus Casei, je mozné
konstatovat, ze vzorky obsahovaly kromé tohoto druhu i jiné druhy laktobacilii, coz vyplyva
z ruznych teplot tani specifickych produktd. Produkty PCR detekované pomoci agarozové gelové
elektroforézy mély délku 92 bp. DNA izolovana pomoci komeréniho kitu se amplifikovala
spravné, a proto byly vizualizovany fragmenty u vSech vzorkii. Naopak, u DNA izolované
fenolovou extrakci byla piitomnost rodu Lactobacillus prokazana pouze u jednoho vzorku houby
Kombucha a u vsech vzorkt okurku.

6.6 Srovnani dvou metod izolace bakterialni DNA

Z vyse uvedenych vysledku Ize konstatovat, ze DNA izolovana metodou fenolové extrakce
prevysovala kvantitou nad kvalitou nukleovych kyselin. Ackoli byly koncentrace vSech vzorkt
vyssi pii fenol-chloroformové izolaci, je také patrné, ze byly mnohem kontaminovangjsi, nez
v piipad¢ izolace komerénim kitem Omni Bacterial DNA Purification Kit. Detekce PCR
produkti pomoci gelové agarozové elektroforézy umoznila sledovat rozdily mezi dvéma
izolacemi. Zatimco u fenolové extrakce jsou amplikony slabé viditelné az nerozliSitelné,
Vv ptipadé€ izolace DNA komer¢nim kitem se podafilo zachytit v§echny PCR produkty pochézejici

v

z realnych vzorkd jak u domény Bacteria, stejné tak u rodu Lactobacillus. Mnohem efektivngjsi i

v

spolehlivejsi byla tedy izolace pomoci soupravy uréené pro bakterie.
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7 ZAVER

V teoretické ¢asti bakalaiské prace je kladen diraz pfedevsim na pozitivni Gcinky probiotik
pro Clovéka a zisk téchto mikroorganismi z potravin se zaméfenim na nemlééné kvasené
produkty. Jelikoz se populace setkava s ¢im dal vétSimi potizemi spojenymi s gastrointestinalnim
traktem, je nutné vzit v potaz konzumaci probiotik a nejlépe zrostlinnych nebo mlécné
kvasenych produkti, jez jsou levné, nendro¢né na piipravu a mnohokrat i¢innéjsi nez komercéni
potravinové dopliiky obsahujici probiotika.

Prakticka cast se soustiedi na izolaci DNA probiotickych bakterii ze tfech komerénich
produktti a jeji nasledni identifikaci pomoci metody RT-PCR za pouziti specifickych primert.
Izolace byla provedena dvojim zptisobem, a to:

e |zolace metodou fenol-chloroformu
e lzolace komerénim kitem Omni Bacterial DNA Purification Kit

Vysledky obou izolaci byly vzdjemné srovnany a odvodily se nasledujici zdvéry. Izolace
komeréni soupravou byla G¢inngjsi v ramci kvality a Cistoty vysledné DNA, izolace fenolovou
extrakci poskytla vyssi kvantitu DNA, avSak neni zfejmé, jestli se jednalo o pozadovanou
bakteridlni DNA nebo jiné napt. kvasinkové nukleové kyseliny. Cistota byla tedy niz$i nez u
izolace komeré¢ni soupravou.

Identifikace bakterii byla realizovana formou molekuldrni metody RT-PCR, kterd v redlném
Case zaznamenavala pribéh amplifikace. Byly provedeny qPCR pro vSechny vzorky vyizolované
DNA s vyuzitim specifickych primerti pro doménu Bacteria i rod Lactobaciilus. Usek DNA
0 piesném poradi bazi byl amplifikovan a vyhodnocen. DNA izolovana fenolovou extrakci byla
amplifikovatelna hife a specificky produkt byl pfitomen primarné u okurku a caste¢né u zeli.
U houby Kombucha se produkt neamplifikoval. Naopak, pfi pouZiti DNA izolované¢ komer¢ni
soupravou se amplifikovali vSechny vzorky a byly zietelné viditelné i na agar6zovém gelu.

Je tedy mozné konstatovat, ze probiotika z redlnych vzorku se 1épe izoluji specifickymi
soupravami uréenymi vyhradné pro bakterie nez fenolovou extrakci uréenou obecné pro izolaci
nukleovych kyselin jakéhokoliv biologického materialu.
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POUZITE ZKRATKY

bp — base pair (par bazi)

CCM — Czech Collection of Microorganisms (Ceska sbirka mikroorganismi)
CD - Crohn’s disease (Crohnova choroba)

GIT — Gastrointestinal tract (gastrointestinalni trakt)

HMO - Human milk oligosaccharides (oligosacharidy lidského mléka)

IBD - Inflammatory bowel diseases (zanétlivé sttevni onemocnéni)

IBS - Irritable bowel syndrome (syndrom drazdivého stteva)

PCR — Polymerase chain reaction (polymerazova feté¢zova reakce)

RT PCR — Real Time PCR (PCR v realném ¢ase)

UC - Ulcerative colitis (ulcerativni kolitida)
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