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Alternativni molekularné - genetické metody vyuzitelné pri
klasifikaci Cistych kultur laktobacili ¢i laktobacili ze smésnych
vzorki rizného pivodu

Souhrn

Rad Lactobacillales zahrnuje vyznamné rody bakterii mlééného kvaseni, jejichz konkrétni
druhy a kmeny jsou Siroce vyuzivany v mlékarském, pecivarenském, krmivaiském,
potravinarském a farmaceutickém primyslu. Bakterie mlééného kvaseni jsou tradicné pouzivany
pro fermentaci potravin a krmiv a jsou vSeobecné povazovany za prospé$né mikroorganismy.
Rada kmenit, zvla§té z rodu Lactobacillus, méa potvrzené i probiotické vlastnosti, a vyZzaduje
detailni identifikaci a klasifikaci pouzivanych kmeniti. Nedostatky genu pro 16S rRNA (jako tieba
piitomnost vice sekvenéné odlisnych kopii) nuti hledat jiné, evolu¢né stalé geny, které by mohly

byt vyuzity pro ptesnéjsi klasifikaci.

Cilem navrhované prace bylo vytipovat vhodné, dosud nepouzivané, geny pro identifikaci
a naslednou klasifikaci kmenti fadu Lactobacillales. Nasledn¢ navrhnout pomoci piislusného
softwaru (aplikace PRIMER3) vhodné primery ohranicujici zadouci, variabilni segmenty
zvolenych gent a ty pouzit pfi PCR amplifikaci a sekvenaci pfislusnych gent u 37 typovych
kmeni zastupct celedi Lactobacillaceae (fadu Lactobacillales). Pro splnéni cili prace byly
zvoleny geny nalezejici do skupiny tzv. aminoacyl-tRNA syntetaz: alaS a lysS. Pfi otestovani a
zaroven navrzeni vhodnych PCR podminek potvrdit vyuziti sekvenovanych fragmenti pfi

klasifikaci a fylogenetické analyze zastupct celedi Lactobacillaceae (fadu Lactobacillales).

Vysledky amplifikaci, sekvenaci a nasledné fylogenetickych studii ukazaly, Ze pro ucely
klasifikace urcitych zastupct fadu Lactobacillales je lepsi gen alaS oproti genu lysS (ktery byl
amplifikovan jenom u 18 z 37 testovanych kment). Ziskané vysledky naznacuji, ze gen alaS
muze byt pouzit jako klasifikaéni a fylogeneticky biomarker ve specifickych fylogenetickych
skupinach / taxonech fadu Lactobacillales ((zejména pro rody Vagococcus, Enterococcus,
Streptococcus a skupinu homofermentativnich bakterii mlééného kvaseni (dfive jen
Lactobacillus)), av§ak specificnost navrhovaného primeru by méla byt ovéfena pro mnohem vétsi
pocet bakterialnich kmeni patficich do riznych rodi fadu Lactobacillales.

Klicova slova: Lactobacillus, Lactobacillaceae, klasifikace, probiotika, genovy klasifika¢ni

marker, fylogenetika.



ALTERNATIVE molecular — genetic techniques usable In
classification of strains of lactobacilli or lactobacilli occurring in
environmental samples

Summary

The order Lactobacillales includes important genera of lactic acid bacteria, whose specific
species and strains are widely used in the dairy, bakery, feed, food, and pharmaceutical
industries. Many strains, especially of the genus Lactobacillus, have confirmed and probiotic
properties, and require detailed identification and classification of the strains used. The
shortcomings of the conventional marker 16S rRNA gene, such as the presence of multiple
sequence-differentiated copies, drive the research to look for other, evolutionarily stable genes

that could be used for more accurate classification.

The aim of the proposed work was to identify new suitable, genes for the identification
and subsequent classification of Lactobacillales strains., We used PRIMER3 software to design
primers flanking the variable segments of selected genes, alaS and lysS, encoding aminoacyl-
tRNA synthetases. Next, we used our primers in PCR amplification and sequencing of
appropriate genes of 37 strains of Lactobacillaceae. Optimal PCR parameters were designed and
tested. Then we confirmed the use of sequenced fragments in the classification and phylogenetic

analysis of representatives of Lactobacillaceae.

The results of amplification, sequencing and subsequent phylogenetic studies showed that
for to classify certain members of the order Lactobacillales, the alaS gene was better than the
lysS gene (which was amplified in only 18 of the 37 strains tested). The obtained results suggest
that the alaS gene can be used as a classification and phylogenetic biomarker in specific
phylogenetic groups / taxa of the order Lactobacillales especially for the genera Vagococcus,
Enterococcus, Streptococcus, and a group of homofermentative lactic acid bacteria, but should be
validated for a much larger number of bacterial strains belonging to different genera of the order
Lactobacillales.

Keywords: Lactobacillus, Lactobacillaceae, classification, probiotics, gene classification

marker, phylogenetics.
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1 Uvod

Rad Lactobacillales je prezentovan jakozto heterogenni skupina bakteridlnich rodi z
pohledu pfedevsim morfologie bun¢k, ovSsem mnohdy sdilejici nékteré metabolické, fyziologické
a genomové charakteristiky. Rad Lactobacillales zahrnuje vyznamné rody bakterii mlééného
kvaSeni (naptiklad Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus, Vagococcus), jejichz konkrétni druhy a kmeny jsou Siroce vyuZzivany v
mlékatském, pecivarenském, krmivarském, potravinaiském a farmaceutickém prumyslu (Killer

and Mrazek, 2018).

Rody pattici do fadu Lactobacillales se hojné vyuzivaji jako startovaci kultury ve vyrobé
fermentovanych mlécnych vyrobki, fermentovanych masnych vyrobkt, syrt, zeleniny, vyuzivaji
se také pro konzervace zeleniny a krmiv, pfi vyrobé vin. Podili se na tvorbé charakteristické

chuti, viin¢ a prodluzuji trvanlivost fermentovanych produktii (Stefanovic et al., 2016).

Bakterie mlé¢ného kvaseni jsou tradicné pouzivany pro fermentaci potravin a krmiv a
jsou vieobecné povazovany za prosp&iné mikroorganismy. Rada kmend, zvla§té z rodu
Lactobacillus, ma potvrzené i probiotické vlastnosti. Jsou to Lactobacillus acidophilus,
Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus  gasseri, Lacticaseibacillus  casei,
Limosilactobacillus reuteri, Lactobacillus delbriickii ssp. bulgaricus, Lactiplantibacillus
plantarum, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus lactis (Vodrazka, 2007; Bermudez — Brito et
al., 2012). Jejich probiotické vlastnosti hlavné spocivaji v potlaceni riistu patogennich bakterii
prostfednictvim konkurenéniho vylouceni a tvorbou organickych kyselin a antimikrobialnich
latek (Bermudez — Brito et al., 2012). Pii spravném sloZeni probiotickych kmend dochazi k
obnove stievni mikrobioty a zvyseni obranné reakce organismu. Bakterie rodu Lactobacillus se
pfirozené nachazeji v lidském i zvifecim organismu, na rostlinach, v rostlinnych materialech a ve
fermentovanych potravinach (syry, jogurty, fermentované mléko, maso, zelenina). Patii k bézné

mikrobioté gastrointestinalniho traktu zdravého ¢lovéka.

Zaklad soucasné klasifikace bakterii mlécného kvaSeni byl poloZen na zacatku 20. stoleti,
kdy tuto skupinu bakterii poprvé popsal profesor Orla-Jensen. Ale ani v soucasnosti vSak

neexistuje jednoduchd a jednoznacna definice bakterii mlééného kvaSeni. Za vhodné se povazuje



popsat zastupce skupiny na zakladé¢ vyctu jejich typickych vlastnosti jako Gram-pozitivni,
nesporulujici, katalasa-negativni koky nebo tyCinky postradajici cytochromy, pochazejici z
neaerobniho prostfedi, avSak aerotolerantni, naro¢né na ziviny, acidotolerantni, striktné
fermentativni, produkujici jako hlavni produkt fermentace sacharidii kyselinu mlécnou
(Horackova et al., 2018). Siroké uplatnéni kment fadu Lactobacillales v potravinaiském a
farmaceutickém primyslu vyzaduje detailni identifikaci a klasifikaci pouzivanych kment. Jenom
rod Lactobacillus zahrnuje 261 druht (k bieznu 2020), které jsou extrémné rozmanité na
fenotypové, ekologické a genotypové urovni (Zheng et al., 2020). Tradi¢ni metody charakterizace
vétSiny druhti zahrnuji fenotypovou analyzu, jako jsou profily fermentace sacharidl (Boyd et al.,
2005), avsak zisk a ztrata plazmidi muize tento fenotyp ovlivnit a mize ztizit identifikaci kmeni

(Hill et al. 2018).

V soucasné dobé je podrobna identifikace, klasifikace a fylogenetickd analyza bakterii
zalozena na molekularn€ genetickych technikach véetné stanoveni DNA-DNA ptibuznosti a 16S
rRNA genové sekvence (Mokoena, 2017). Dané metody jsou Casové naro¢né, vyzaduji velkou
odbornost, a navic nejsou spolehlivé pro podrobnou klasifikaci velice pfibuznych druhli skupiny
bakterii mlééného kvaseni. Zejména v taxonomické klasifikaci rodu Lactobacillus, kde rizné
druhy maji velmi podobné (nebo témér identické) 16S rRNA genové sekvence. Z tohoto ditvodu
je podrobna klasifikace bakterii mlééného kvaseni v soucasné dobé€ zaméfena na narocné
fylogenomické analyzy vyuzivajici sekvenci celych genomi a mnohem jednodussi sekvenovani
genetickych markerti nezbytnych pro Zivotaschopnost bakterii, tzv. ,housekeeping geny* (dale
jen HKG) (Mekadim et al., 2019). HKG jsou exprimované ve vSech typech tkani a bunék a jsou
potiebné pro udrzbu zékladnich bunéénych funkci, maji pomaly evolu¢ni vyvoj, lepsi rozliSovaci
schopnost, a to zejména na trovni rodu, a dokonce i druhu (Jay a Inskeep, 2015). Dané vlastnosti
HKG oteviraji perspektivu jejich vyuziti jako relativné jednodussiho a efektivnéjSiho néstroje pro

klasifikaci a typizaci vybranych zastupct fadu Lactobacillales (Mekadim et al., 2018).



2 Védecka hypotéza a cile prace

V genomech zastupcu Celedi Lactobacillaceae (fadu Lactobacillales) se vyskytuji tzv.
provozni, ortologni geny (evolu¢né-sekvenacné relativné stalé, nepodléhajici horizontalnimu
pfenosu a rekombinacim) distribuované u vSech zéastupcl vyjmenované Celedi (fadu) a zaroven
sekvenén€ odliSné mezi taxonomickymi jednotkami. Sekvence téchto genli dostupné v
kompletnich genomech umoziuji po sefazeni nalézt pomoci vhodného softwaru variabilni useky
ohranicené tzv. ,primery‘ (oligonukleotidy), resp. sekvencné konzervativni tseky. Navrzené
primery mohou byt nasledn& pouzity pii PCR (Polymerdzova Retézova Reakce) metodd za
pouziti vhodnych PCR programt pro amplifikaci a nésledné sekvenaci variabilnich fragmentt
genll. Ty by mohly byt vyuzity pro piesnéjsi klasifikaci na uroven taxonomickych jednotek
(hlavng druhi, poddruhti a kmentl) pfisluSnych bakterii oproti sekvenci genu pro 16S rRNA
(ribozomalni rRNA malé podjednotky ribozéml), ktery je sice povazovan za jakysi klasifika¢ni
,standard* prokaryot, ovSem skyta mnoho nedostatkli. Mezi né patii pfitomnost vice sekvenéné
odlisnych kopii u nékterych kmeni (druhti) bakterii a vysokd sekvenéni (%) similarita mezi
kmeny, poddruhy a mnohdy i druhy (nabyvajici az > 99.0 %).

Cilem této prace je vytipovat vhodné, dosud badateli nepouzivané, geny pro dané ucely na
zaklad¢ urcitych pozadavkl. Nasledn¢ navrhnout pomoci ptislusného softwaru vhodné primery
ohranicujici zadouci, variabilni segmenty genl a ty pouZzit pfi PCR amplifikaci a sekvenaci
ptislusnych genl u typovych kmend zastupct ¢. Lactobacillaceae (fadu Lactobacillales). Pfi
otestovdni a zaroven navrZzeni vhodnych PCR podminek potvrdit vyuziti sekvenovanych

fragmentu pii klasifikaci a taxonomii zastupcu ¢. Lactobacillaceae (f. Lactobacillales).
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3 Literarni reserse

3.1 Charakteristika rodu Lactobacillus

3.1.1 Fenotypova charakterizace

Lactobacillus je vysoce heterogenni rod, ktery zahrnuje bakterie se Sirokou Skalou
biochemickych a fyziologickych vlastnosti (Felis and Dellagio, 2007). Rod Lactobacillus je

nejpocetnéjsi skupinou mezi zastupci bakterii mlécného kvaseni.

Lactobacillus je rod grampozitivnich, nesporulujicich, katalaza-negativnich, fakultativné
anaerobnich, anebo mikroaerofilnich nepohyblivych ty¢inkovych bakterii mlééného kvaseni
(Goldstein et al., 2015). Optimalni teplota riistu je 20 az 30 "C, vétsina druhti je schopna riistu pti
45 °C (Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ma pii této teploté optimum ristu).
Laktobacily se vétSinou vyskytuji ve form¢ tenkych ty¢inek, mohou se vSak objevit 1 jako spiraly
nebo kokobacily (Singh et al., 2008). Laktobacily maji pomérné vysoké pozadavky na rist, jsou

acidotolerantni az acidofilni.

Morfologie bakteridlnich kolonii zavisi na médiu. VéEtSinou jsou to malé az stiedni, Sedé
kolonie u nékterych s jasné viditelnou alfa hemolyzou na krevnim agaru (Xu et al.,2019).
Laktobacily rostou na fadé¢ médii véetné MRS (Man, Rogosa a Sharpe) agaru, na kterém obvykle

vypadaji jako bilé mukoidni kolonie (Goldstein et al., 2015).

Zéklad soucasné klasifikace bakterii mlécného kvaseni byl poloZen na zacatku 20. stol.,
kdy tuto skupinu bakterii poprvé popsal profesor Orla-Jensen. V roce 1919 Orla-Jensen rozttidil
laktobacily do tii skupin (termobakterie, streptobakterie, betabakterie), a to podle jejich ristové
teploty a podle morfologickych a fenotypovych ryst. Na zaklad¢€ postupného rozsifeni znalosti o
vlastnostech BMK, v¢etné¢ molekularné biologické charakteristiky, se vyrazné rozsitil pocet rodt
vyhovujicich popisu BMK oproti ¢tyfem plvodné uvadénym Orla-Jensenem, coz byly rody
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus a Streptococcus (Horackova a kol. 2018).
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3.1.2 Rozdéleni rodu Lactobacillus podle metabolismu

Jednim z identifikacnich znak bakterii fadu Lactobacillales je hlavni produkt

metabolismu — kyselina mlé¢na vznikajici z fermentovanych sacharidi. Podle Gornera a Valika

(2004) jsou laktobacily rozdéleny do tii skupin podle jejich fenotypovych vlastnosti a zkvaSovani
cukru (Tabulka 1)

Tabulka 1. Rozdéleni laktobacilti podle Gornera a Valika (2004)

Skupina | Skupina Il Skupina Il
L. delbriieckii ssp. delbriieckii | L. alimentarius L. bifermentas
L. delbriieckii ssp. bulgaricus | L. bavaricus (L. sake) L. brevis
L. delbriieckii ssp. lactis L. casei ssp. casel L. buchnes
L. helveticus L. casei ssp. L. confusus
pseudoplantarum
L. acidophilus L. casei ssp. rhamnosus L. divergens
L. salivarus L. casei ssp. tolerans L. fermentum
L. farciminis L. curvatus L. fructivorans
L. yamanashiensis L. maltaromaticus L. halotolerans
L. plantarum L. kandleri
L. kefir
L. reuteri
L. sanfrancisciscensis
L. viridescens

Skupina I: obligatné homofermentativni laktobacily. Fermentuji hex6zy vyhradné na

kyselinu mlé€nou (>90 %), nefermentuji pentdézy a glukonaty. Do této skupiny lze zatadit

vsechny termobakterie v Orla-Jensenovém pojeti, jako i dal§i novéjsi popsané druhy.

Skupina II: fakultativné heterofermentativni laktobacily. Také fermentuji hexozy

témet vzdy na kyselinu mlécnou, ale pti nedostatku glukozy se homofermentativni dréha méni na
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heterofermentativni a dochazi k produkci kyseliny octové, mravenci a etanolu. Pentdzy jsou
fermentovany pomoci indukovatalné fosfoketoldzy. Tato skupina obsahuje vSechny

streptobakterie a dalsi nové popsané druhy.

Skupina III: obligatné heterofermentativni laktobacily. Pii fermentaci hexoz
produkuji kyselinu mlé¢nou, kyselinu octovou, ethanol a COz. Pentdézy jsou fermentovany na
kyselinu mlécnou a kyselinu octovou. Tato skupina obsahuje v Orla-Jensenovém pojeti
heterofermentativni plyn tvofici laktobacily s pivodnim pojmenovanim betabakterie a dalsi

pozdéji popsané druhy (Gorner a Valik, 2004; Felis and Dellagio, 2007; Sedlacek, 2007).

3.1.3 Taxonomie rodu Lactobacillus

Rod Lactobacillus je jeden s nejrozsahlejsich rodu, ktery obsahuje 261 popsanych druht
(posledni aktualizace jiz 15. dubna 2020) (Zheng et al. 2020).

Fylogeneticky se Lactobacillus fadi do:
Doména: Bacteria

Kmen: Firmicutes

Ttida: Bacilli

Rad: Lactobacillales

Celed’: Lactobacillaceae

Rod: Lactobacillus

Taxonomie rodu je velmi slozita z divodu podobnosti a blizké piibuznosti nekterych
druhti. Podrobna diferenciace, klasifikace a fylogeneticka analyza fadu Lactobacillales se provadi
pomoci molekularnich technik, které zahrnuji srovnani celych genomt — multilokusovou

sekvencni analyzou, DNA-DNA hybridizaci a 16S rRNA sekvenovanim (Mekadim et al., 2018).

Béhem poslednich 15 let se sekvenovani celych bakteridlnich genomti stalo Siroce
dostupnym a primérna hodnota nukleotidové identity (ANI) genti sdilend mezi dvéma
bakteridlnimi genomy byla zavedena jako ,zlaty standard® pro vymezeni novych bakteridlnich

druha.
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Na zéklad¢ polyfazického ptistupu byl pieklasifikovan rod Lactobacillus do 25 rodu
véetné emendovaného rodu Lactobacillus, ktery zahrnuje organismy adaptované na hostitele,
které byly oznaCovany jako skupina L. delbrueckii; Paralactobacillus; jakoZ i 23 novych rodu:
Acetilactobacillus, Agrilactobacillus, Amylolactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus,
Companilactobacillus, Dellaglioa, Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia,
Lacticaseibacillus, Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus,
Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus,

Loigolactobacilus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus a Secundilactobacillus.

I kdyz se nazvy rodu v nékterych pripadech zménily, ¢asti jmen, které oznacuji druhy, se
zastali neménné. V tabulce nize je uvedeno, jak se zménily nazvy dilezitych probiotickych a

potravinatskych druhii Lactobacillus (Tab. 2) (Zheng et al. 2020).

Tabulka 2. Nové nazvy né€kterych vyznamnych probiotickych a potravinarskych druht

Lactobacillus.

Prredchozi nazev Novy nazev

Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
Lactobacillus salivarius Ligilactobacillus salivarius
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus kefiri Lentibactobacillus kefiri
Lactobacillus sakei Latilactobacillus sakei
Lactobacillus buchneri Lentilactobacillus buchneri
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Nedoslo ke zménam v nazvech tfeba u Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus (Lactobacillus bulgaricus), Lactobacillus crispatus, Lactobacillus

gasseri, Lactobacillus johnsonii ¢i Lactobacillus helveticus (Zheng et al. 2020).

3.1.4 Vyskyt a komeréni pouziti Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus jsou téméf vSudyptitomné, vyskytuji se v prostiedich, kde
jsou k dispozici sacharidy. K takovym prostfedim patii potraviny, dychaci cesty a pohlavni
organy lidi a zvifat, rostliny a odpadni vody (Felis and Dellagio, 2007). Napiiklad
Lactiplantibacillus plantarum se piirozené vyskytuje v zelening a Lacticaseibacillus rhamnosus v

ustni dutiné. Plivodné byly laktobacily nalezené a izolované v ptidnich vzorcich.

Kmeny rodu Lactobacillus jsou casto vyuzivané v potravinaiském prumyslu jako
startovaci kultury (startéry). Startéry jsou mikrobidlni kultury pouzivané k podpote a provadéni
fermentace masnych nebo mlé€nych vyrobki. Jako startéry mohou byt pouZity nejenom bakterie

a 1 koaguldza-negativni stafylokoky, stejn¢ jako kvasinky a plisn¢ (Laranjo et al. 2019).

Laktobacilli se jiz dlouho pouzivaji k vyrobé mléénych vyrobki jako je syr a jogurt. Diky
své piirozen¢ vysoké toleranci k nizkému pH se pouzivaji k fermentaci potravin jako je hoi¢ice,
zeli a olivy, které pfispivaji k jejich lepSimu traveni (Goldstein et al., 2015). Lacticaseibacillus
casei, Stépici amylazu, se podili na vyrobé a zrani syru Cedar a je dominantnim druhem v
ptirozeném kvaseni sicilskych zelenych oliv. Levilactobacillus brevis, Limosilactobacillus
fermentum a Lentilactobacillus parabuchneri jsou tfi heterofermentativni druhy, které se
vyuzivaji hlavné pro formovani chuti a textury u tvrdych syri b&hem jejich zrani. L.
parabuchneri je také Casto vyuzivan v peivarenském primyslu pro fermentovani tésta. Mezi
bakterie zakysovych kultur patii: Lactobacillus helveticus a Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus. K vyrobé hlavné jogurtu se vyuziva Lactobacillus bulgaricus, ktery byl v roce 1984
preklasifikovan na Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Vyskytuje se také v jinych
pfirozené fermentovanych mlécnych produktech a pouziva se ke konzervovani mléka. Produkuje
bakteriociny (Sedlacek, 2007; Goldstein et al., 2015). V potravinaiském pramyslu se
bakteriociny pouzivaji jako piirodni konzervaéni latky (Zacharof and Lowitt, 2012). K nejvice
pouzivanym druhiim v masném prumyslu patfi Lactiplantibacillus plantarum, Latilactobacillus

curvatus a Latilactobacillus sakei, hlavné kvuli jejich schopnosti rychlého kvaseni sacharida
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pridanych do masovych smési, ve kterych je dulezity rychly pokles pH pro zastaveni nezadoucich
zmén. Také vySe uvedené druhy vytvareji v masnych produktech potiebné podminky pro

formovani kone¢nych senzorickych vlastnosti produktt (Essid et al., 2009).

Ve vinafstvi se hojné¢ vyuzivaji kmeny Levilactobacillus brevis a Lactiplantibacillus
plantarum, které ve vin¢ zpusobuji zvySenou tvorbu zadoucich tékavych kyselin a podileji se na
vylepSeni senzorického profilu vin (Silhankova 2002). Urité heterofermentativni druhy
(Limosilactobacillus fermentum, Lentilactobacillus buchneri) se vyskytuji jako nezadouci

kontaminace ve vinafstvi a pivovarnictvi, kde zptisobuji chutové vady vyrobki.

3.1.5 Lactobacillus jako probiotika

Probiotika jsou definovana svétovou zdravotnickou organizaci (angl. WHO - World
Health Organization) jako ,,zivé mikroorganismy, které pii podani v dostate¢ném mnozstvi
pfinasi hostiteli zdravotni vyhody* (Mahasneh et al. 2017; Bosch et al., 2011). Probiotika jsou
zivé bakterialni buiiky, které maji vyznamny terapeuticky potencial pro 1écbu a prevenci lidskych
infek¢énich onemocnéni (Mishra et al., 2020; Lise et al., 2018; Toedter Williams, 2010).
Probiotické bakterie jsou bakterie pfirozené¢ se vyskytujici v lidském organismu nebo jim
podobné (Bizzini et al., 2012). Mikroorganismy vyuzivané jako probiotika musi spliovat fadu
parametrt, tykajici se jejich bezpecnosti a technologickych vlastnosti. Bakterie nesmi byt
patogenni, karcinogenni a musi mit klinicky prokazané pozitivni zdravotni G€inky. Navic
mikroorganismy vyuZivané jako probiotika musi prokazovat maximalni zivotaschopnost po celou

dobu skladovani a schopnost kolonizovat intestinalni trakt (Toedter Williams, 2010).

Jako probiotikum se nejcastéji pouzivaji rody Lactobacillus, Streptococcus a
Bifidobacterium. Mezi nejvyznamné;jsi druhy patii: Lactobacillus acidophilus, Lacticaseibacillus
casei, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus, Ligilactobacillus salivarius,
Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus a Lacticaseibacillus rhamnosus (Mishra
et al., 2020).

Probioticka terapie se pouzivda ke zvySeni odolnosti vic¢i chorobam, k prevenci
onemocnéni stiev a urogenitalnich infekci, ke snizeni intolerance laktézy, sniZzeni sérového

cholesterolu a k zvySeni tolerance pfi chemoterapii rakoviny (Bosch et al., 2011; Mishra et al.,
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2020). V soucasné dobé¢ jsou probiotika hojn¢ pouzivana pii 1é¢bé mnoha oralnich / zubnich
poruch. Probiotické bakterie pattici do rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus se
pouzivaji jako ucinné pfi prevenci zubniho kazu snizenim poctu kariogennich bakterii ve slinach
kratce po konzumaci probiotika (Bizzini et al., 2012). Nedavné studie piinesly pozitivni vysledky
v ucincich probiotik, zejména Lacticaseibacillus rhamnosus na podporu bariérni funkce pokozky
(Jung et al., 2018). Ve studiich atopické dermatitidy bylo zjisténo, ze Lacticaseibacillus
paracasei prispiva ke zvyseni rychlosti obnovy ochranné bariéry pokozky (Lise et al., 2018).
Utinek probiotik je hlavné dan jejich piirozenou schopnosti k produkei bakteriocinti — latek,

které inhibuji rist a mnozeni ostatnich mikroorganismu (Mishra et al., 2020; Lise et al., 2018).

Probiotika jsou obecné povaZovana za bezpe¢na, ale u imunologicky citlivé ¢asti
populace je nutnd opatrnost. Systematicky piehled 387 studii, provedenych Agenturou pro
vyzkum a kvalitu zdravotni péCe (Agency for Healthcare Research and Quality) s celkovym
poctem ucastniki 24 615, nezjistil vyznamny narist poctu nezddoucich u¢inkd u jedinct
lécenych probiotiky v kratkodobé periodé (méné nez jeden mésic). Dlouhodobé Gcinky probiotik
jsou do znaéné miry neznamé a vyZzaduji dalsi randomizované studie (Wilkins and Sequoia,

2017).

3.1.6 Lidské infekce spojené s patogennimi druhy Lactobacillus

Lactobacily jsou souc¢asti normalni lidské mikrobioty, ale i piesto nékteré druhy byly
izolované z ruznych lidskych infekci (Tab.3) (Goldstein et al., 2015).

Tabulka 3: Druhy Lactobacillus, podilejici se na infekcich

Druh infekce Druh Lactobacillus, podilejici se na infekcich

Bakteriémie Lactobacillus jensenii
Lacticaseibacillus rhamnosus
Limosilactobacillus fermentum
Lacticaseibacillus casei
Ligilactobacillus salivarius

Lactobacillus gasseri
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Akutni cholecystitida Limosilactobacillus fermentum

Lactiplantibacillus plantarum

Zubni absces / kaz Lactobacillus acidophilus
Lacticaseibacillus casei/paracasei
Lactobacillus gasseri
Lactiplantibacillus plantarum

Empyém Lactobacillus species

Endokarditida Lactobacillus acidophilus
Lacticaseibacillus casei/paracasei
Lactobacillus jensenii

Lacticaseibacillus rhamnosus

Meningitida Lactobacillus rhamnosus

Zanét pobiisnice Limosilactobacillus fermentum
Lacticaseibacillus paracasei
Lactiplantibacillus plantarum

Lacticaseibacillus rhamnosus

Periproteticka infekce Lactobacillus species

Akutni pyelonefritida Lactobacillus jensenii

Lactobacillus acidophilus je soucasti normalni ustni flory, gastrointestinalniho traktu a
vaginy. Za normalnich okolnosti je tento druh nepatogenni, avSak je uvadén jako plivodce
endokarditid, endometritid, abscesl, pleuropulmondrnich infekci a bakteriémii. S témito
infekcemi jsou spojovany i jiné druhy laktobacilti (Votava a kol., 2003).

3.2 Charakteristika vybranych druhi Lactobacillus, vyuzivanych pro vyrobu funkénich
potravin

Evropsky ufad pro bezpetnost potravin (EFSA) definuje, ze funkéni potraviny jsou
takové, které maji krom¢ béznych vyzivovych G¢inkl i prokazatelné pfiznivy vliv na jednu nebo

vice télesnych funkci, na zdravotni stav nebo snizeni rizika onemocnéni.

Diky pouziti probiotickych bakterii jako ,,potravinafskych piidatnych latek* doSlo v
poslednich letech k obrovskému ristu odvétvi funkénich potravin. Vyuziti probiotickych bakterii

v potravinach predstavuje fadu vyzev souvisejicich s jejich riistem, pfezitim, zivotaschopnosti,
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stabilitou a funk¢nosti pfi zpracovani, skladovani a konzumaci potravin, jakoz i se zménami

senzorickych charakteristik probiotickych potravin (Min et al., 2019).

3.2.1 Lactobacillus acidophilus

Homofermentativni laktobacily, grampozitivni ty€inky o velikosti pfiblizné¢ 2—10 pum
(Anjum et al., 2014). Hlavnimi produkty fermentace jsou: kyselina mlé¢na, octova a H,O. Jsou
soucasti ptirodni gastrointestindlni a urogenitalni mikrobioty savcua a ptakt. Doprovazeji ¢lovéka
od narozeni po cely zivot a plni celou fadu uZzitecnych funkei, z nichz hlavni je aktivni i¢ast v
obranném systému hostitele pted skodlivym plsobenim nezadoucich mikroorganismii (prevence
rustu patogennich bakterii a udrzovani populaci oportunistickych mikrobii na bezpe¢né irovni).
Pravé témito vlastnostmi L. acidophilus se vysvétluje jejich Siroké praktické pouziti v riznych
probiotickych produktech, ptipravcich pro dietni, 1€katské a zemedélské ucely. Piesto, Ze je druh
L. acidophilus uz docela znamy a u¢eln¢ pouzivany po dlouhou dobu, stale ma velky potencial
pro vyzkum. Pouziti genové-molekularnich pfistupi umoznilo objasnit systematické postaveni L.
acidophilus v rodin¢ laktobacili a identifikovat skupinu blizce pfibuznych druhd, casto
nerozeznatelnych tradi¢nimi fyziologickymi a biochemickymi identifikaénimi metodami. Dnes se
usili védcti zameétuje na objasnéni molekuldrnich mechanismt, kterymi antagonistické aktivni
kmeny L. acidophilus provadéji baktericidni G¢inek na Skodlivé mikroby. Zvefejnéni téchto
mechanismli umozni nejen u¢inngj§i vybér a pouziti kmend L. acidophilus, ale také vytvorii
novou tfidu antibiotik, ktera jsou u¢innéjsi a maji méné vedlejSich U€inkl nez stavajici (Irkitova

and Matsyura, 2017).

V soucasné dobé je velky zijem o ptfidani riznych probiotickych mikroorganismii do
potravin, aby se zvysil jejich potencidl a zdravotni vyhody. K tomuto ucelu se hojné pouzivaji
mikroorganismy patfici k druhu L. acidophilus, 0 némz se pfedpoklada, ze ma rizné pfiznivé
ucinky na zdravi lidi (Saxelin et al., 2005). Nékteré z téchto pifinosii jsou sniZeni hladiny
cholesterolu v krvi, snizeni rizika mutagenity a karcinogenity a sniZeni rizika zacpy, prijmu a
intolerance laktozy. L. acidophilus se pouziva v fadé fermentovanych produktii. Nejbézné&jsi jsou
jogurty a sladké acidofilni mléko. Pouzivaji se v riznych druzich syrt, a to jak na experimentalni,
tak na pramyslové trovni (syr ¢edar, Cerstvy syr minas, bilé mékké syry a syr Gouda) (Anjum et

al., 2014).
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3.2.2 Lacticaseibacillus rhamnosus

Lacticaseibacillus rhamnosus jsou grampozitivni ty¢inky, bézné izolované z
fermentovanych potravin, gastrointestinalniho a vaginalniho traktu lidi a zvifat. L. rhamnosus ma
prokézané prospésné ucinky na lidsky organismus jako je udrzovani stfevniho zdravi, prevence
infekci vyvolanych patogennimi bakteriemi (napt. Escherichia coli 0157 nebo Salmonella spp.).
Bylo také prokazano, ze L. rhamnosus je schopen ovliviiovat i imunitni systém a snizovat rozvoj
alergii u déti (Okai et al., 2019). V né&kterych studiich se ukazuje vliv L. rhamnosus na vzestup
specifického IgA proti rotavirim. Dvé meta-analyzy potvrdily, Ze jeho podavani détem s
prijmovym onemocnénim vede ke snizeni doby trvani prijmu (KokeSova, 2009). Nékteré kmeny
Lacticaseibacillus rhamnosus prokazuji preventivni nebo terapeuticky G¢inek na onemocnéni

nekrotizujici enterokolitidy u déti (Dragounova a Salakova, 2014).

A . %

Obrazek 1. A Lacticaseibacillus rhamnosus se znazornénymi fimbrii (bila Sipka) 200 nm. B

Lacticaseibacillus rhamnosus 500nm. Zaznam z elektronového mikroskopu (Kankainen et al., 2009).

Lacticaseibacillus rhamnosus se Siroce pouziva pii vyrobé fermentovanych mlécnych vyrobku a
jinych fermentovanych potravin. L. rhamnosus ma vyhody odolavani nizkym hodnotam pH a ma
vynikajici skladovatelnost. Dany kmen je také schopen syntézy acetoinu a diacetylu (Sun et al.,
2019), coz jsou aromatické slouceniny V masle aj. fermentovanych produktt, které se hojné

pouzivaji v mlékarenském prumyslu (Liu et al., 2020).
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3.2.3 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

Lactobacillus bulgaricus je anaerobni az aerobni homofermentativni bakterie mlécného
kvaseni s primyslovym vyznamem pouzivana pii velkém poctu fermentaci potravinatskych
vyrobkil po celém svété. Vyskytuje se ve velkych, dlouhych ty€inkovitych formach, jednotlivé
nebo v kratkych fetizcich.

Obrazek 2. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. Zaznam z elektronového mikroskopu
(100 mM) (Ooi and Liong, 2010).

Buniky jsou nepohyblivé. Rostou na pidach s obsahem mléka, syrovatky nebo sladu
(Teixeira, 2014). Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus spolu se Streptococcus
thermophilus se bézné¢ vyuzivaji ve vyrobé jogurti. Dany kmen podporuje vstiebavani
potfebnych zivin a brani rozmnozovani patogennich bakterii (Gong et al., 2020). Navic nékteré
studie prokazaly, ze L. bulgaricus pfispiva ke zvyseni hladiny IgA ve slinach, a Ze oralni

podavani L. bulgaricus mize zvysit titry protilatek proti chiipce (Yamamoto et al., 2019).

3.2.4 Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus je tvofen kratkymi az dlouhymi grampozitivnimi ty¢inkami.
Tvofi kyselinu mlécnou, rozkladd bilkoviny aZ na aminokyseliny a tim pfispivd k inhibici
patogennich mikroorganismu v travicim traktu. Lactobacillus helveticus izolovany z lidskych
stiev vykazuje antimikrobialni aktivitu vici alimentarnim patogenim, kdy v pribéhu mlééného

-----

BGRA43 vykazuje antimikrobidlni aktivitu proti lidskym patogentum Yersinia enterocolitica,
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Shigella sonnei, Shigella flexeneri a Streptococcus pneumonie. Kmen je schopen pftezit
podminky simulované zalude¢ni $tavy a je stabilni také v simulovanych stfevnich podminkach
(Dragounova a Salakova, 2014). Dilezitymi jsou také vysledky klinickych studii, ve kterych bylo
prokazano, Zze Lactobacillus helveticus R0052 a Bifidobacterium longum RO175 snizovaly
gastrointestindlni diskomfort vyvolany stresem. Objevujici se diikazy o roli stfevni mikrobioty na
funkcich centralniho nervového systému proto naznacuji, Ze peroralni ptijem probiotik mize mit

ptiznivé dusledky pro naladu a psychické potize (Messaoudi et al., 2011).

Lactobacillus helveticus je kulturou casto pouzivanou pro vyrobu syrd s
vysokodohtivanou syfeninou. Pivodné byl tento druh izolovan se syru typu emental. Kromé syrtu
Svycarského typu jsou kmeny patiici k tomuto druhu pfitomné v piirodnich syrovétkovych
italskych dlouhozrajicich syrech (napt. Parmigiano Reggiano a Grana Padano) (Fontana et al.,

2019).

3.2.5 Limosilactobacillus fermentum

Limosilactobacillus fermentum jako kmen s probiotickymi vlastnostmi pfispiva k zvyseni
odolnosti organismu proti gastrointestindlnim infekcim a infekcim hornich cest dychacich,
podporuje imunitu a zvysuje imunologickou odpovéd’ (Naghmouchi et al., 2020). Nékteré druhy
L. fermentum inhibuji patogeny pomoci své schopnosti k produkci bakteriocinti a antifungalnich
metabolitl (Brandt et al., 2020). Danou schopnost kment Ize vyuzit jako konzervaéni faktor nebo
jako alternativu k antibiotikiim. Dal$i funkce ptisuzované probiotickym kmenim L. fermentum
jsou jejich schopnosti snizovat hladinu cholesterolu v krvi a potencialné pomahat predchézet
kolorektalnimu karcinomu u lidi (Naghmouchi et al., 2020). Navic u nékterych vybranych kmenti
byly prokazané i antioxida¢ni vlastnosti a antimikrobidlni schopnosti proti grampozitivnim

organismim, Enterococcus a Staphylococcus aureus (Brandt et al., 2020).

Limosilactobacillus fermentum je bézné zodpovédny za fermentaci a znehodnoceni
ovocnych stav (Ephrem et al. 2019), podili se na kontaminaci a kaZzeni piva. Bakterie mlécného
kvaSeni, zvlasté rody Lactobacillus a Pediococcus, jsou povazovany za nejvice Skodlivé.
Nicméné se vyuzivaji v pivovarském primyslu pro okyselovani rmutu a sladiny (Matoulkova a
Kubizniakova, 2015). Nakonec L. fermentum je klicovym mikroorganismem v technologii

vyroby kvasku, ktery pfispivd k chuti a struktufe tésta, a v posledni dobé se pouziva i k
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obohaceni a vyvoji funk¢nich potravin s prospéSnymi vlastnostmi pro lidské zdravi (Naghmouchi

et al., 2020).

3.2.6 Lacticaseibacillus casei

Lacticaseibacillus casei je dobfe znamy druh grampozitivnich bakterii s probiotickymi
vlastnostmi pro ¢loveéka a zvitata, které mohou udrzovat homeostazu intestinalni mikrobioty,
inhibovat rast patogeni a regulovat pH v gastrointestindlnim prostfedi hostitele (Zhou et al.

2018).

Fylogeneticka skupina Lacticaseibacillus casei je slozena z blizce pfibuznych druht
Lacticaseibacillus casei, Lacticaseibacillus paracasei a Lacticaseibacillus rhamnosus. Tyto tfi
druhy byly rozséhle studovany, klasifikovany a pteklasifikovany kvili jejich vlastnostem
podporujicim zdravi. Diferenciace je Casto obtizna konven¢nimi fenotypovymi a genotypovymi
metodami, a proto se neustdle vyvijeji nové metody pro rozliSeni tii blizce ptibuznych druhi.
Tato skupina zlistdva pfedmétem zajmu jako probiotika a jejich pouZiti je v primyslu velmi

rozsitené (Hill et al. 2018).

Problémy s intoleranci laktéozy a zvySeny zdjem o vegetarianstvi podpofily uvedeni
nemléénych fermentovanych potravin na trh. Jednou z vyhod L. casei je jeji schopnost k vysoké
zivotaschopnosti v dzusech. Podle fady studii dzusy fermentované L.casei jsou potencialné

funk¢éni ndpoje (Marhaida Mustafa et al. 2019; Liu et al. 2018).

Jako soucast startovacich kultur pti vyrobé fermentovanych masnych vyrobku se L. casei
ptidava pro snizeni koncentraci biogennich amint (L. casei netvofi biogenni aminy a zaroven
jsou schopny potlacovat rust pfirozené mikroflory s dekarboxylazovou aktivitou). (Burdychova

2009).

Jak je jiz znamo, kmeny druhu Lacticaseibacillus casei jsou tradi¢né a nejvice vyuzivané
pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobkd. Studie provedena Kato-Kataoka (2016) za
ucelem zkoumani ucinkt probiotického kmene Lacticaseibacillus casei Shirota na bfisni
dysfunkci prokazala, ze denni konzumace probiotik na bazi kmene Lacticaseibacillus casei
Shirota, zachovdva rozmanitost stfevni mikrobioty a muze zmirnit stresové reakce bfisSni

dysfunkce u zdravych subjektl vystavenych stresovym situacim (Kato-Kataoka et al., 2016).
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3.3 Metody vyuzivané pri identifikaci a Kklasifikaci laktobacila
3.3.1 Polymerazova fetézova reakce

Polymerazova fetézova reakce PCR (Polymerase Chain Reaction) je metoda molekularni
biologie, ktera je zaloZena na in vitro selektivnim namnozeni (amplifikaci) specifickych usekt
nukleové kyseliny (DNA). Zékladni jednotkou polymerazové fetézové reakce je jeden cyklus,
sestavajici ze tii krokl: denaturacni faze; ,annealingova‘ (tzv. specifické nasednuti primerti) taze
a elongacni faze. Behem PCR se tento zakladni cyklus mnohokrat opakuje (nejcastéji se pocet
opakovani pohybuje v rozmezi 25-45 cyklu) (VIkova a Rada, 2013). Pomoci PCR amplifikace je
mozné produkovat piiblizné 100 miliard kopii jedné molekuly DNA behem né¢kolika hodin
(Smarda, 2005). PCR se v mikrobiologii pouziva hlavné k prokizani mikrobialni DNA ve
vysetfovaném vzorku. Jeji nejvétsi vyhodou je rychlost a schopnost prokazovat i nekultivovatelné
mikroby (Votava et al., 2000). Krom¢ identifikace a detekce bakterii umoziuje syntézu
fragmenti DNA do vektoru, prenatalni diagnostiku dédi¢nych chorob, sekvencovani DNA atd.
(Vlkova a Rada, 2013).

Smés pro PCR obsahuje nasledujici slozky: templatovda DNA (vzorek): obsahuje cilovou
sekvenci, dvojici primert (oligonukleotidy o délce 18-28 nukleotidil), DNA polymerazu (enzym
zajiStujici syntézu komplementarniho vlakna DNA pfidavanim nukleotidii na 3 konec nové
vznikajiciho Fetdzce), jednotlivé nukleotidy, pufr (vytvaii stalé a optimalni prostiedi) (Smarda,
2005; Vlkova a Rada, 2013).

Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvoufetézcové DNA a
nasledna renaturace osamocenych fetézcl se specifickymi oligonukleotidy pfiddvanymi do smési.

Amplifikace DNA probihé v opakujicich se cyklech, které maji tfi kroky:

Denaturace zacina tepelnou denaturaci vzorku DNA. V tomto kroku se vzorek zahtiva na

teplotu 95 °C, ¢imZ se dsDNA rozd¢€li na ssDNA (jednovlaknovou DNA).

Hybridizace (‘annealing ‘) probiha pii teplotach 40-72 °C (v zavislosti na délce a sekvenci

primert). V daném kroku molekuly jednofetézcové DNA po ochlazeni opét renaturuji. Nasedani

primert na vldkno DNA je zalozeno na principu komplementarity dusikatych bazi, a ptidané
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specifické oligonukleotidy ve vyssich koncentracich budou hybridizovat se svou komplementarni

sekvenci rychleji, nez dlouhé jednofetézcové molekuly.

Elongace (extenze). Pouziva se teplota kolem 72 °C, coZ je optimum pro plisobeni Taq

DNA polymerazy, kterd zajistuje syntézu nového komplementarniho vldkna DNA. Dochazi k
elongaci DNA vlakna, béhem které DNA polymeraza piisyntetizovava k 3’OH konci primeru
nukleotidy, které se vaZzou na novy fetézec podle komplementarni sekvence templatu (JureCkova,

2008; Kralova et al. 2001).

Opakovanim uvedenych tfi krokii vznikaji nova vlakna, ktera nasledné€ rovnéz slouZzi jako
templat pro dal$i syntézu. Timto procesem lze exponencidlné (2n, n — pocet cykll) syntetizovat
az 10° kopii vybraného tiseku DNA (Smarda, 2005; Kralova et al. 2001). Priibéh reakce PCR je
uveden na obrazku 3 (Goldberg, 2019).

5 I
¥ 5
Mukleotidy -
5 I
—_
5 I
-
g. 2 Denaturace Hybridizace Elongace
|
"\.h“
3 .
TN —
"hq\
DMA =) 3
3 I

Obrazek 3. Pribéh reakce PCR (upraveno podle Goldberg, 2019)

Produktem PCR jsou amplikony, coz jsou tseky DNA definované délky o velikosti obvykle
stovek az tisich pard bazi. Vzniklé amplikony se separuji elektroforeticky (vétSinou na
agarozovém gelu) podle jejich velikosti, resp. molekulové hmotnosti. Souc¢asné s PCR produktem
se ponecha migrovat DNA standard (tzv. DNA marker), ktery obsahuje fragmenty o znamé
velikosti, a na zéklad¢ jejich porovnani je mozné urcit velikost amplikonu. Pro vizualizaci jsou
vzniklé fragmenty obarveny barvivy (nejcastéji ethidium bromidem), které pii zaclenéni ve

dvouvlaknovych strukturach a ozafeni UV paprsky intenzivné fluoreskuji (Smarda, 2005; Ruml
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et al., 2002). Podle intenzity fluorescence jednotlivych, amplifikovanych fragmenti DNA na gelu
je odhadovéna koncentrace produktti PCR (Smarda, 2005).

Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém
poli. Elektrické pole se vytvaii vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody.
Velké biomolekuly (napt. DNA) mohou mit podobnou elektroforetickou pohyblivost, protoze
maji velmi blizky pomér naboje k hmotnosti. V tomto piipadé se separace provadi v gelu. Gelova
elektroforéza vyuziva molekulové sitového efektu rozpusténych latek v prostiedi gelu (Klouda,

2016).

3.3.2 16S rRNA genova sekvence

Sekvenovani genu 16S ribozomalni RNA (rRNA) uz desitky let slouzi jako metoda pro
stanoveni fylogenetickych vztahti mezi prokaryotickymi mikroorganismy (Janda and Abbott,
2007). Cela fylogenetika je zalozena na nepiimych dikazech zprostiedkovanych analyzou
sekvenci genu, které vyjadiuji rychlost genetické zmény v zavislosti na ¢ase (Pace, 1997). Gen
kodujici 16S rRNA se pouziva jako standard pro klasifikaci a identifikaci bakterii, protoze je
pritomny ve vSech prokaryotnich mikroorganismech a dobfe zobrazuje ptipadné rozdily v
nukleotidové sekvenci tohoto genu.

16S rRNA je soucasti 30S malé podjednotky ribozomu prokaryot (Janda and Abbott,
2007). Obsahuje jednak konzervativni oblasti, na které 1ze navrhovat primery, jednak variabilni
oblasti (obr.4) umoziujici rozliSeni bakterii a ureni jejich diverzity ve vzorku. (Klingworth et
al., 2013; Vos et al., 2012). Celkové obsahuje devét variabilnich oblasti (oznacuji se Vi-Vo),
které tvoti 4 domény (Noller and Woese, 1981; Brosius et al., 1978).
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Obrazek 4: Schéma znazornujici variabilni oblasti genu pro 16S rRNA (upraveno podle Cox et

al., 2013)

Sekvence variabilnich fragmentti v 16S rRNA lze pouzit pro odliSeni piibuznych druht
(Janda and Abbott, 2007).

Diky pokroku v oblasti sekvena¢nich metod a polymerazové tetézové reakce (PCR), ktera
umoznila jednoduse amplifikovat geny 16S rRNA a 23S rRNA, doslo k rozvoji fylogenetickych
ale jejich schopnost byla omezena rozliSovaci schopnosti dostupnych sekvenacnich metod.
S rozvojem masivné paralelnich sekvenacnich technologii bylo mozné ziskat sekvence genu pro
16S rRNA ve velkém rozliSeni.

Obecné piijata hrani¢ni hodnota pro vymezeni druhti byla dlouhou dobu hranice 97 %
(Rossello-Mora, 2012). V soucasné¢ dobé se piedpoklada, Ze dva kmeny jsou Eleny stejného
druhu, pokud je jejich sekven¢ni podobnost genu pro 16S rRNA je vétsi nez 98,7 %
(Stackebrandt and Ebers, 2006).

3.3.2.1 Vyhody a nevyhody 16S rRNA genové sekvence

Gen pro 16S rRNA je uz davno zlatym standardem v prizkumech bakterialni a archealni
rozmanitosti. Tento marker je vSeobecné pifitomen a ma tu vyhodu, Ze obsahuje jak stalé,
konzervativni oblasti, coZ usnadiiuje navrh primert, tak i1 variabilni oblasti, které umoznuji
rozliSeni riznych mikrobialnich taxont (Janda and Abbott, 2007; Vos et al., 2012). K vyhodam
vSak patii i to, Ze pro tento marker byly sestaveny vycerpavajici referencni databaze: databaze

Greengenes, Ribosomal Database Project (RDP) a SILVA (Ogier et al., 2019).
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Gen 16S rRNA vsak neni bez potencidlnich nevyhod. N¢kolik neddvnych studii ukazuje,
ze délka cteni sekvence spolu se specifickou kombinaci part primerti pouzitych pro sekvenovani
amplikont s kratkym Ctenim muze podstatné ovlivnit pfesnost a citlivost taxonomické rozlisnosti
1 odhadii ¢etnosti taxonti. Proto je pro dalsi generaci vysoce vykonnych sekvenc¢nich technologii
vyzadovana vysoka pfesnost a adekvatni délka ¢teni pokryvajici celou 16S rRNA oblast (Woong
Whon et al., 2019). Zde také stoji za zminku, Zze taxonomické rozliSeni v sekvenovani amplikont
muze byt ovlivnéno nékolika dalSimi faktory, v¢etné specificity primert, volby hypervariabilni
oblasti, referen¢ni databaze a zdroje prostiedi (Stackebrandt and Ebers, 2006; Ogier et al., 2019;
Woong Whon et al., 2019). Odhady mikrobialni diverzity jsou obecné ovlivnény proménlivym
poctem a sekvencni heterogenitou 16S rRNA operonti u bakterialnich druhti, coz obecné vede k
nadhodnoceni druhové rozmanitosti (Ogier et al., 2019). Dalsi nevyhodou pouziti 16S rRNA je
také moznost a vliv horizontdlniho pfenosu gent, ktery muze naru$it vztahy mezi taxony
fylogenetickych stromt (Mekadim et al., 2018).

Zavaznou nevyhodou, kterd omezuje pouziti genu 16S rRNA, je jeho slaba rozliSovaci
schopnost u urcitych taxonomickych jednotek (Vos et al., 2012). V takovych pfipadech je
zapotiebi k sekvenci ziskat dal$i udaje pro spolehlivy taxonomicky popis, protoze i kompletni
sekvence 16S rRNA muize byt nedostacujici pro korektni vysledky. S ohledem na tyto hlavni
nevyhody je tfeba hledat alternativni nebo alesponn doplilkkové taxonomické markery

(Stackebrandt and Ebers, 2006; Ogier et al., 2019; Mekadim et al., 2018).
3.3.3 Real-time PCR (gPCR)

Na rozdil od klasické PCR reakce, pii provedeni real-time PCR, neboli gPCR, detekce
vznikajicich produkti probih4a v redlném case, v pribéhu vSech cykll, nikoliv na konci reakce
(Matsuda, 2017). Pfi stanoveni PCR produktt se vyuziva sledovani fluorescen¢niho signalu. Jeho
intenzita je permanentné¢ snimana a analyzovédna specidlnim pfistrojem, ve kterém zaroven
probiha PCR, tudiz se amplikony nemusi detekovat elektroforeticky (Bursova et al., 2014).
Princip detekce je tedy zaloZzen na zdznamu sily fluorescenéniho signalu. Jako fluorescenéni
marker se pouzivaji specifické (fluorescenéné znacené sekvence nukleotidi komplementarni k
hledanému tseku) nebo nespecifické sondy (vaze se nespecificky do dvoufetézcové DNA)
(Green and Sambrook, 2018). Hybridizaci mezi hledanym usekem nukleové kyseliny
stanovované bakterie a sondou, ktera je nasledné Stépena polymerazou béhem elongace fetézce,

dochazi k nartstu fluorescence. Intenzita fluorescence je pfimo umérna koncentraci produktu
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ptitomného v reakéni smési (Gadkar and Filion, 2014; Green and Sambrook, 2018). Cyklus, ve
kterém je jiz méfitelny narast fluorescence ve vzorku, se oznacuje jako prahovy cyklus (Ct —
threshold cycle). Kvantifikace se provadi prostfednictvim matematické analyzy amplifikacnich
kiivek, vzniklych vynesenim namétfené fluorescence oproti poradovému ¢islu piislusného cyklu
(Rebrikov et al., 2015).

Typickou amplifikacni kiivku lze rozdélit na 3 ¢asti: (Van Guilder et al., 2008)
1) ,background* fazi kdy je amplifikdtu tak malo, Ze jeho fluorescence jest¢ nedosahuje
meéfitelnych hodnot;
2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi produktu exponencialné roste (trva asi 4-8 cykli)
3) fazi plato, kdy dochézi k saturaci systému, mnozstvi amplifikované¢ho produktu se dale neméni
a fluorescencni signal zistava konstantni (Valihrach and Demnerova, 2012).

Fluorescenéni latky lze rozdélit do t¥i skupin: (Van Guilder et al., 2008; Smarda 2005).

1. Fluorescencné znacené sondy — jsou to oligonukleotidové sondy komplementarni k
jednomu z fetézcii templatové DNA v mist¢ mezi obéma primery, které maji vyssi
hodnotou teploty tani (Tm) asi o 10 °C nezZ je teplota tani primerd.

2. Fluorescencné znafené primery — jsou to primery s vlasenkovou strukturou. Funguji na
podobném principu jako sondy. K vyrazné emisi dochazi az pfi naruSeni struktury
primeru béhem syntézy DNA u specifickych produkti.

3. Interkalac¢ni barviva — fluorescen¢ni barviva, samostatné v PCR smési emituji zafeni
zanedbatelné, po zaclenéni do nové vzniklé dvousroubovice DNA dochdzi k vyraznému
narastu fluorescence, ktera je pfimo umérné koncentraci produktu PCR. Méfeni intenzity

Vv ow

signalu probiha na konci faze elongace nebo prubézné (Rebrikov et al., 2015).

3.3.3.1 Vyhody a nevyhody metody

PCR v redlném case ziskala Siroké pfijeti oproti klasické PCR hlavné diky své rychlosti,
vyssi citlivosti, reprodukovatelnosti a snizenym rizikem kontaminace pienosem (Mackay et al.,
2002; Mackay, 2004). Metoda je vyuzitelna pro Siroké spektrum mikroorganismi a je mozné
analyzovat velky pocet vzorku v jednom kroku (Van Guilder et al., 2008). Dnes se PCR v
redlném Case pouzivd k detekci nukleovych kyselin z potravin, vektorti pouzivanych v
protokolech genové terapie, u geneticky modifikovanych organismii a v oblasti lidské a

veterinarni mikrobiologie a onkologie (Mackay, 2004). Metoda je vyhodna i tim, Ze cely proces
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je automatizovany v jediné uzaviené zkumavce, coZz minimalizuje rizika kontaminace (Turaki et
al., 2017).

Pfesto ma PCR néktera vyznamna omezeni. Schopnost navrhovat oligonukleotidové
primery se rozsifuje pouze na zaklad¢ znalosti genomu mikroorganismu, stejné jako na moznosti
vetejné dostupnych sekvencnich databazi korektné reprezentovat vSechny varianty konkrétniho
mikroorganismu. Bézné také je, ze mikrobialni genomy obsahuji neocekavané mutace, které
snizuji nebo narusuji funkci PCR. Falesné pozitivni vysledky v disledku kontaminace prenosem
tradi¢né zplisobovaly zna¢né problémy pfi rutinni implementaci PCR v diagnostické laboratofi.
Navic mize byt PCR pro nékteré aplikace prilis citliva, protoze detekuje mikroorganismus, ktery
je pfitomen na nepatogennich trovnich (Mackay, 2004). Vysoké potizovaci naklady, diraz na

Cistotu vzorki a opakovatelnost procesu také patii spiSe k nedostatkim metody (Van Guilder et

al., 2008).

3.3.4 DNA-DNA hybridizace (DDH)

Techniky DNA-DNA hybridizace jsou hojné vyuZzivané pro ur€eni piibuznosti mezi
kmeny, proto patii k zékladnim technikdm taxonomickych vyzkumu (Goris et al., 2007). DNA-
(Mehlen et al., 2004). DDH se zacala vyuzivat jiz v 60 letech 20. stoleti pro stanoveni piibuznosti
mezi bakteriemi, avsak pro ucely klasifikace byla pfijata az o vice nez 20 let pozd&ji (Goris et al.,
2007; Sentausa and Fournier, 2013).

Princip DDH spoc¢iva v komplementarité jednotetézcovych molekul DNA: zkoumané

DNA mikroorganismu a DNA sondy. Metoda vyzaduje nejdiive denaturaci dvousroubovicové
DNA (double-stranded, dsDNA) s naslednym vznikem jednofetézcové DNA (single-stranded,
ssDNA). ZnaCena DNA sonda je hybridizovana s nezna¢enou DNA téhoz druhu i s DNA
srovnavaného druhu.
Nasledna reasociace, za ur¢itych podminek, pfivadi ke vzniku hybridni DNA komplementarni
k templatovému vlaknu DNA (Brenner et al., 1967). Tyto hybridni DNA vznikaji tim htte, ¢im
vetsi jsou rozdily mezi jejich DNA. Obecné piijata hodnota pro vymezeni druhu je hodnota DDH
>70 %. (Goris et al., 2007; Mehlen et al., 2004; Gevers et al., 2005; Konstantinidis and Tiedje,
2007).
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DNA sonda je znaceny fragment DNA, pouzivany k hybridizaci se specifickou oblasti
molekuly DNA. Umoznuje identifikaci komplementarni nukleotidové sekvence. Pro znaceni
sondy se vétSinou pouzivaly radioaktivni izotopy nebo latky, projevujici se béhem nasledné
enzymatické reakce (napt. znaceni biotinem) (Muller, 2008). Pfi neradioaktivnim znaceni jsou
sondy detekovany pomoci protilatky s navdzanou, napt. alkalickou, fosfatazou. Alkalicka
fosfatdza reaguje s pfidanym substratem s vyslednou kolorimetrickou ¢i chemiluminiscencni
reakci. V porovnani s radioaktivnim znacenim je neradioaktivni znaceni nepopiratelné¢ vyhodné;jsi
co do bezpecnosti a stability, ale na druhou stranu je mnohem méné citlivé. V soucasné dob¢ jsou

vétsinou vyuzivané sondy uréené pro optickou detekci (chromofory) (Glick et al., 2010).

3.3.4.1 DNA-DNA hybridizace — vyhody a nevyhody metody

Hlavni vyhodou DNA-DNA hybridizace je pfedevs§im jeji univerzalita a relativné nizké
naklady pfti porovnani celého genomu (Tindall et al., 2010). DDH je i dodnes povazovana za
,zlaty standard‘ pro vymezeni druhu, i pfesto, ze jeji prahovou hodnotu podobnosti >70 % nelze
pouzit pro vSechny prokaryotické rody. Vyhodou ale je, Ze hodnoty DDH koreluji s hodnotami
podobnosti genu pro 16S rRNA (kmeny nepatii do stejného druhu, pokud je jejich DDH
podobnost nizs§i nez 70 % coz je shodné s hodnotou 98,7 % podobnosti genu pro 16S rRNA)
(Goris et al., 2007).

Jak jiz bylo naznaceno, jednou z nevyhod metody je, Ze prahovou hranici 70 %
podobnosti nelze pouzit pro vSechny prokaryotické rody. Napiiklad neni pouzitelna pro dalsi
druhy rodu Rickettsia: Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii, Rickettsia sibirica a Rickettsia
montanensis. Pricinou je nedostacujici rozliSeni mezi blizce pfibuznymi druhy (Maiden et al.,
1998).

Nicméné DDH je ¢asov€ narona metoda a neni vhodna ani pro rychlou identifikaci
prokaryot. Rovnéz neni vhodnd pro Kklasifikaci prokaryot, které jsou v soucasné dobé
nekultivovatelné, a to je vétSina prokaryot vyskytujicich se v biosféfe. Jeste dilezitéjsi je, ze
klasifikace pomoci DDH vyZaduje parové srovnani dvou prokaryotickych genomt, Ze nelze
analyzovat jednotlivé kmeny a porovnavat je s databazi (Mackay, 2004). Limitujicim faktorem je
také to, ze DDH se provadi v pifipadé, kdy taxon obsahuje vice kment, aby byla moznost

prokazat vysoky stupen hybridizace taxonti mezi sebou navzajem (Maiden et al., 1998).
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3.3.5 Multilokusova sekvenéni analyza (MLSA)

MLSA (Multilocus sequence analysis) je metoda zalozenda na sekvenovani
nukleotidovych fragmentt protein kodujicich gend. (Ruiz-Padilla et al., 2020; Feijao et al., 2018).
Byla poprvé predstavena vroce 1998 jako metoda mikrobidlni typizace (MLST) pro
epidemiologické a popula¢ni genetické studie patogennich bakterii (Glaeser and Kampfer, 2015).
Metoda multilokusové sekvencni analyzy (Multilocus sequence analysis, MLSA) je rozsifenou
metodou MLST. Zamé&fuje se na stanoveni fylogenetickych ptibuznosti mezi kmeny. Pii MLSA
se hlavné pouzivaji ,housekeeping” geny, které koduji proteiny a povazuji se za velice
konzervativni geny s pomalym evolu¢nim vyvojem. Jsou to naptiklad geny: proA (gen kédujici
alfa-podjednotku RNA polymerazy, zavislou na DNA), pheS (gen kodujici alfa-podjednotku
fenylalanyl-tRNA syntazu), apod. (Vuyst and Vancanneyt, 2007). Bézné se provadi sekvenovani
sedmi intragenovych fragmenti o velikosti 400-500 bp (Xu et al., 2019). VétSinou se MLSA
pouziva po sekvenci genu pro 16S RNA, pokud je potieba vyssi rozliSovaci schopnosti metodiky
na urovni druhu (Glaeser and Kampfer, 2015; Vuyst and Vancanneyt, 2007). V Kazdé genetické
variant¢ v ramci sekvenovaného fragmentu jsou pfifazeny odliSné alely. Kombinace alel z
kazdého lokusu reprezentuje sekvenéni typ. Vysledné sekvence, diky kterym je kazdy ze
studovanych izolatd schopen vytvofit unikétni alelicky profil, jsou vzajemné porovnany, a
jednotlivé izolaty jsou zafazeny do urcitého taxonu (Brehony et al., 2007). Pocet analyzovanych
lokust v kazdé konkrétni studii se mlze lisit, ale nejCastéji je to 7-8. Toto mnozstvi poskytuje
dostate¢né rozliSeni a zaroven nevyzaduje ptilis§ mnoho prace, ¢asu a financi na analyzu (Gevers
et al., 2005; Maiden et al., 1998). Sekvenované fragmenty ,housekeeping“ gend jsou casto
pouzivané pro sestaveni fylogenetickych stromi.

Metoda vS§ak ma i své nevyhody, zejména minimaln€ by mélo byt vybrano a analyzovano
pet vSudypfitomnych genti (stabilizatni vybér), protoZze men$i pocet neodrazi spolehliveé
fylogenetické vztahy (Glaeser and Kampfer, 2015). Pti klasifikaci pomoci MLSA pouziti
univerzalni sady genli je nepraktické, protoze geny, které jsou informativni v rdmci rodu nebo
rodiny, nemusi byt uzite¢né nebo dokonce ptitomné ve vzdalenéjsich taxonech (Gevers et al.,
2005).

Vyhody MLSA spocivaji v tom, ze ptistup, zalozeny na analyze vice nez jednoho genu,

poskytuje objektivni metodu pro rozliSeni riznych kmend v rdmci rodu. MLSA nebo MLST
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mohou poskytnout vys$si rozliSeni nez u genu pro 16S rRNA. Proto se vyuzivaji jako dopliujici

analyzy pii srovnani sekvence genu pro 16S rRNA nebo DDH (Glaeser and Kampfer, 2015).

3.3.5.1 Multilokusova sekvencni analyza — vyhody a nevyhody metody

Multilokusovd sekvencni analyza je vysoce reprodukovatelnd metoda a ma velkou
rozliSovaci schopnost. Sekvence alel a profily sekven¢nich typti jsou dostupné v mezinarodnich
databazich, které¢ téz obsahuji software pro urceni genetické ptfibuznosti mezi bakteridlnimi
liniemi v ramci druhu (Aguilera et al., 2015; Kimura, 2017). Velka vyhoda MLST spociva v
moznosti dobrého sdileni vysledki mezi laboratofemi a moznost vyuzit a revidovat data kdykoliv
v budoucnu (Cmokova et al., 2014; Feijao et al., 2018).

Mezi nevyhody metody patii vysokd cena, casovd ndroCnost a pro nékteré patogeny
nedostate¢na diskriminacni schopnost pro rutinni pouziti pfi vypuknuti epidemie a jejim
sledovani (Kimura, 2017). Problémem je také nutnost velmi kvalitnich sekvenci (sekvenacni

chyby vytvati falesnou variabilitu) (Cmokova et al., 2014).
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4 Material a metody

4.1 Sekvence vybranych genll z genomi ur¢enych pro navrzeni vhodnych primert

Pro splnéni cilti prace jsme zvolili geny nalezejici do vyznamné a nezastupitelné skupiny
tzv. aminoacyl-tRNA syntetaz hrajici zasadni roli pii proteosyntéze (translaci), resp. gen alaS
(kédujici alanyl-tRNA syntetazu / alanin-tRNA ligazu) a lysS (kodujici lysyl-tRNA syntetazu /
lysin-tRNA ligazu).

4.1.1 Sekvence genu alaS (kodujici alanyl-tRNA syntazu)

Nize jsou v Tabulce 4. vyplnény nazvy a oznaCeni pouzitych bakteridlnich kmeni, kody
genomi  vNCBI  databazi  (National Centre for Biotechnology Information;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=), v nichZ se nachazi piislusny gen (alaS) a presné
umisténi genu v genomu ¢i jeho ¢asti (tzv. contigu). Ve mnoha piipadech musel byt upraven
rodovy nazev (diivéjsi klasifikace uvadéla ,pouze‘ rodové oznaCeni Lactobacillus) po
reklasifikaci Celedi Lactobacillaceae, resp. tadu Lactobacillales podle fylogenomové studie
Zheng et al. (2020).

Tabulka 4. Gen alaS umistén v genomech uréitych kment f. Lactobacillales. ATCC —

American Type Culture Collection (americka sbirka typovych kultur).

Kmen Identifikacni k6d | pozjee v genomu
genomu v NCBI
Lactobacillus acidophilus NCFM NC006814.3 393331-395986
Lactobacillus johnsonii NCC 533 NC005362 519500-522148
Lacticaseibacillus rhamnosus GG NC013198 779073-781718
Lacticaseibacillus casei BL23 NC010999 842586-845231
Fructilactobacillus sanfranciscensis TMW 1.1304 NC015978 c874530-871882
Lactobacillus helveticus DPC 4571 NC010080 423205-425844
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 T- NC008054 €1380090-
typovy kmen 1377490
Lactobacillus amylovorus GRL 1112 NC014724 417141-419780
Lactobacillus crispatus ST1 NC014106 405216-407855
Ligilactobacillus salivarius UCC118 NC007929 Cﬂgggg
Latilactobacillus sakei subsp. sakei 23K NC007576 394834-397521
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. - €2026835-
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ST-I11 NC014554 2024193
Lactobacillus gasseri ATCC 33323 T NC008530 448954-451602
. . . €1194376-
Levilactobacillus brevis ATCC 367 NC008497 1191737
Enterococcus faecalis V583 NC004668 1355993-1358635
Enterococcus faecium DO NC017960 1324150-1326792
. €2374080-
Enterococcus hirae ATCC 9790 T NC018081 2371438

4.1.2 Sekvence genu lysS (kodujici lysyl-tRNA syntazu)

Stejné jako v predchozi kapitole, Tabulka 5. obsahuje nazvy a oznaCeni pouzitych
bakteridlnich kment, kody genomti v NCBI databdzi (National Centre for Biotechnology
Information; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=), v nichZz se nachazi piislusny gen
(lysS) a piesné umisténi genu v genomu ¢i jeho ¢asti (tzv. contigu).

Tabulka 5. Gen lysS umistén v genomech uréitych kment t. Lactobacillales. ATCC — American

Type Culture Collection (americka sbirka typovych kultur).

Identifikac¢ni kod ;
Kmen Pozice v genomu
genomu v NCBI g
L . . , €1383103-
Limosilactobacillus reuteri JCM 1112 T - typovy NC010609 1380683
. . . €1621014-
Lactobacillus acidophilus NCFM NC006814 1618587
Lactobacillus johnsonii NCC 533 NC005362 567734-570148
Lacticaseibacillus rhamnosus GG NC013198 856708-859119
Lacticaseibacillus casei ATCC 334 NC008526 859077-861488
. . c1687694-
Lactobacillus helveticus DPC 4571 NC010080 1685280
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 T- NC008054 €1350722-
typovy kmen 1348308
- . - €1497846-
Ligilactobacillus ruminis ATCC 27782 T NC015975 1495432
. €1735392-
Lactobacillus amylovorus GRL 1112 NC014724 1732978
. . c1644428-
Lactobacillus crispatus ST1 NC014106 1642014
Ligilactobacillus salivarius UCC118 NC007929 488667-491084
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum ST-I11 NC014554 1170673-1173099
Lactobacillus gasseri ATCC 33323 T NC008530 486733-489147
. . . €1080213-
Levilactobacillus brevis ATCC 367 NC008497 1077784
Enterococcus faecalis V583 NC004668 761593-764007
. €2496091-
Enterococcus faecium DO NC017960 2493677
Enterococcus hirae ATCC 9790 T NC018081 1151984-1154398
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4.2 Vytvoteni souborii sefazenych sekvenci ptislusnych gent a jejich pouziti pro navrzeni
primerQ

Ziskané sekvence ve formé souboru textového editoru byly otevieny v programu BioEdit

(Biological Sequence Alignment Editor) var. 7.2 volné dostupny na webové adrese

https://bioedit.software.informer.com/7.2/), poté sefazeny pomoci algoritmu ClustalW a uloZeny
ve formé& souboru fasta (.fas). Ten byl nasledné vlozen do programu Genenious var. 7.1.7
(BioLatters Ltd., Novy Zéland) pro ucely navrzeni vhodnych primerid na zakladé funkénich
pravidel nastaveni vhodnych parametr primert (souvisejicich naptiklad s vhodnym zastoupenim
% cytosinu a guaninu, pravdépodobnosti tvorby nezadoucich dimeri mezi obéma primery a mezi
jednotlivymi primery, rozmezi zadouci délky ohrani¢eného fragmentu genu apod.) pomoci
inkorporované aplikace PRIMER3. Jako nejvhodnéjsi primery byly vygenerovany ty ohranicujici
fragment o délce 1000 pb (paru bazi) a 600 pb v ptipadé genu alas, resp. lysS.

4.3 Testovani funk¢nosti a specifity navrzenych primerd na urcitych kmenech fadu
Lactobacillales

Pro dané ucely byly vyselektovany 4 zastupci daného tadu: Levilactobacillus brevis ATCC
14869 T — typovy kmen daného druhu, Vagococcus elongatus PC9 T, Enterococcus caccae
2215-02 T a Lapidilactobacillus (diive Pediococcus) dextrinicus ATCC 33087 T. Tyto kultury a
jiné pouzité vtéto praci jsou soucasti sbirky mikroorganismii Laboratofe anaerobni
mikrobiologie UZFG (Ustavu zivogi$né fyziologie a genetiky) AV CR, v.v.i. vPraze a
deponované ve zmrazené formeé (-80 °C, 20 % glycerolu).

Kultury byly nejprve namnozeny (pii 37 °C, 24 hodin) v anaerobnim (atmosféra zajisténa
vytésnénim atmosférického kysliku pomoci CO2), sterilnim (pfi 107 °C po dobu 50
minut) M.R.S. médiu (g/L: 20 glukoza, 9 peptonu, 6 NaCl, 5 acetatu sodného, 5 sdjového
peptonu, 5 kvasni¢ného autolyzatu, 2 KoHPOs , 1 MgCl> x 6 H20; 0,5 cystein-HCl a 1 mL
Tweenu 80) a po odstiedéni (8000 ot./ 5 minut) 1 mL byl bakterialni pelet pouzit k extrakci DNA
prostiednictvim roztoku PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent (ThermoFisher Scientific,

VB) podle navodu vyrobce.
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Navrzené primery byly poté pouzity v PCR reakci a navrzeném programu pro kontrolu jejich
specifity, resp. zda skutecné ohranicuji segment genu o dané délce bez amplifikace jinych,
nezadoucich fragmenti DNA. Pro tyto ucely byl pouzit gradientovy termocyklér Biometra
Tadvanced (Némecko). PCR reakce (30 pL) se skladala z PPP Master Mixu od firmy Top-Bio,
CR (poloviéni koncentrace z: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25°C), 40 mM (NH4)2S04, 0,02%
Tween 20, 5 mM MgCI2, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM dGTP, 400 uM dTTP, 100
U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo), PCR vody od stejné firmy, navrzenych primert o
koncentraci 1.5 uM a zdrojové (templatové) DNA od 4 vySe uvedenych kment o koncentraci 20-
80 ng.

PCR program pro ovéieni specifity pro gen alaS byl navrzen nasledovné: 95 °C po dobu 5
minut, 32 cykld (95 °C po dobu 50 vtefin; teplota ,annealingu® v rozmezi 52—62 °C a elongace
pii 72 °C po 70 vtefin), a findlni krok pro dosyntetizovani netuplnych fragmenti pii 72 °C po
dobu 8 minut. Pro gen lysS byl zvolen nasledujici program: 95 °C po dobu 5 minut, 30 cykla (95
°C po dobu 45 vtefin; teplota ,annealingu‘ v rozmezi 50-58 °C a elongace pii 72 °C po 60 vtetin)
a finalni krok pro dosyntetizovani netplnych fragmentt pti 72 °C po dobu 8 minut.

Pfitomnost amplikonti pfisluSnych gent byly zkontrolovany pomoci 1,5 % agarézového
(Agarose for electrophoresis, Serva, Némecko) gelu (elektroforéza probihala po dobu 35 minut
pii 110 V) spiidavkem 5 uL (100 ml gelu) ethidium bromidu (koncentrace 10 mg / mL).
Vizualizace amplikont byla provedena pod UV lampou s moznosti vytvofeni fotografii (Gel

DocTM XR+ with Image LabTM Software od firmy Bio-Rad, USA).

4.4 Amlifikace a sekvencovani pfislusSnych genti u vybranych zéastupci fadu
Lactobacillales: potvrzeni vyuziti pti klasifikaci a fylogenetickych studii

V rdmci této prace pro potvrzeni hypotézy a splnéni cilti bylo vyuzito 37 vesmeés typovych
kment tadu Lactobacillales, jak uvadi Tabulka 6 nize. Ty byly deponovany, kultivovany a

vyuzity pro extrakci DNA, jak je uvedeno vyse.
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Tabulka 6. Seznam kmeni, u kterych byla testovana specifita navrzenych primert pro 2 zvolené

geny. ATCC — Americka sbirka typovych kultur, DSM — Némecka sbirka mikroorganismi a

bun&énych kultur, CCM — Ceska sbirka mikroorganismti, CDCM — Ceska sbirka mlékarenskych

kultur.

Kmen

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 T

Lactobacillus apis R4B T — typovy kmen

Bombilactobacillus bombi BTLCH M1/2 T

Levilactobacillus brevis ATCC 14869 T

Lactobacillus crispatus ATCC 33820 T

Lactobacillus delbruecki subsp. delbruecki
DSM 20074 T

Lactobacillus delbruecki subsp. lactis DSM
20072 T

Limosilactobacillus fermentum ATCC
14931 T

Lactobacillus gasseri DSM 20243 T

Lactobacillus helveticus CCM 4280

Lactobacillus johnsonii DSM 10533 T

Lactiplantibacillus plantarum CDCM
194/91

Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 T

Lactobacillus rodentium DSM 24859 T

Ligilactobacillus ruminis ATCC 27780 T

Limosilactobacillus vaginalis DSM 5837 T

Lacticaseibacillus casei subsp. casei DSM
20011 T

Amylolactobacillus amylohilus CCM 7001 T

Lactobacillus amylovorus CCM 4380 T

Lactobacillus gallinarum CCM 4383 T

Lactobacillus helveticus CCM 7193 T

Lactobacillus iners CCM 4943 T

Enterococcus faecalis CCM 7000 T

Enterococcus cecorum CCM 3659 T

Enterococcus caccae CCM 7399 T

Enterococcus faecium CCM 7167 T

Pediococcus parvulus CCM 3450 T

Pediococcus dextrinicus CCM 3457 T

Streptococcus macacae CCM 7515 T

Streptococcus criceti CCM 7442 T

Tetragenococcus halophilus CCM 3458 T

Vagococcus acidifermentans CCM 8417 T

Vagococcus carniphilus CCM 8414 T

Vagococcus entomophilus CCM 7946 T

Vagococcus fluvialis CCM 4304 T

Vagococcus penaei CCM 8416 T

Vagococcus salmoninarum CCM 4305 T
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4.5 Kontrola amplifikace gent za danych PCR podminek

Pritomnost amplikonti pfislusnych gend byla potvrzena nejprve 1.5 % agar6zobych gelem
prostfednictvim elektroforézy (viz. vyse) a nasledné vlozenim sekvenci fragmentl gen do
webové databaze NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&BLAST _PROGRAMS=megaBlast
&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW _ DEFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome).

Amplikony Zadouci délky (potvrzené v gelu pomoci tzv. DNA markeru; Top-Bio, CR) byly
ovSem jesté predtim purifikovany kitem Monarch PCR DNA Cleanup Kit (BioLabs Inc., VB) a
osekvenovany v komeréni spole¢nosti Seqme (CR) Sangerovou metodou. Po kontrole kvality a
délky obdrzenych sekvenci v programu Chromas Lite var. 2.1 (https://chromas-
lite.software.informer.com/2.1/) a vloZeni sekvenci, poskladanych ze 2 sekvenci (od vedouciho a
od reverzniho primert) v programu BioEdit, do ptislusné databaze byl ziskan vysledek % shody

sekvence fragmentu genu s nejbliz§im(i) piibuznymi.

4.6 Fylogenetické studie znazornujici pfibuzenské vztahy na zaklad¢ fylogenetickych
analyz (stromk)

Ziskané sekvence od pfislusnych kment byl pro dané ti¢ely nejprve sefazeny (vytvofeni tzv.
»alignmentu®) v programu BioEdit algoritmem CLUSTALW, upraveny do shodné délky a
ulozeny ve fromatu. fasta (.fas). Tyto soubory byly vlozeny do programu MEGA

(https://www.megasoftware.net/) var. 5.2.2., pficemz pro zohlednéni fylogenetickych, evoluénich

vztahli mezi sledovanymi taxonomickymi jednotkami, byla pouzita konstrukce fylogenetickych
stromkd metodou ML (maximum -likelihood, maximaln¢ pravdépodobnostni) pti 1000 poctu
opakovani, resp. variant stromka (tzv. ,bootstrappping‘) pro zvySeni pravdépodobnosti ziskani
spravné topologie stromk.

Procenta pravdépodobnosti vytvofenych vétvi (z 1000 opakovani, resp. variant), shluky
taxonu (tzv. ,,clustery) a délka vétvi vypovida o piibuzenskych vztazich mezi taxony, tiebaze
pouze na bazi fragmentti funk¢nich gend.

K vizualizaci vytvofenych stromki byl pouzit volné pfistupny program FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) var. 1.4.3.
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5 Vysledky

5.1 Navrzené primery pro gen alaS a lysS

Nize jsou zaznamenany zvolené primery ohraniCujici variabilni fragmenty gent alaS (délka

kolem 1000 pb) a lysS (délka piiblizné¢ 600 pb) uréené pro klasifikaci a fylogenetické studie

zastupcu fadu Lactobacillales.

Pro gen alaS:
LbcCalaSF
491 F (511)
CTGGGATATYGGTGMAGGHCC

Length: 21 Hairpin Tm: None
, Self Dimer Tm:

Tm: 58.4 None

%GC: 47.6 Pair Dimer Tm:

5.4
Product Size:
1052

LbcCalaSR

1,558 R (1539)

ACTTGDCCACCMMKTTCWGC

Length: 20 Hairpin Tm: None
, Self Dimer Tm:

Tm: 58.4 None

%GC: 50.0 : 4Palr Dimer Tm:

Product Size:
1052
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Pro gen lysS:

LbclysSF

CTGAAGCGTYTRATYGTYGGYG

753 F (774)

Length: 22 Hairpin Tm: None

Tm: 59.0 Self Dimer Tm:
None

%GC: 455 Pair Dimer Tm:
4.6

Product Size:

632

LbclysSR

CAGCTTCDTCRTTACCDGC

1,387 R (1369)

Length: 19 Hairpin Tm: None

Tm: 56.4 Self Dimer Tm:
None

%GC: 52 6 . 6Palr Dimer Tm:

Product Size:
632

Na urcitych pozicich byly upraveny nukleotidy (s vice variantami rtiznych nukleotidii na
jediné pozici) podle [UPAC kodu: R nahrazuje A i G; D nahrazuje A, G 1 T; a Y nahrazuje v dané
poziciCiT.

5.2 Zkouska specifity primert pii amplifikaci obou genli

Na Obrazku 5. nize je podle Kapitoly 4.3 piesné v daném potadi (Levilactobacillus brevis
ATCC 14869 T — typovy kmen dané¢ho druhu, Vagococcus elongatus PC9 T, Enterococcus
caccae 2215-02 T a Lapidilactobacillus (dfive Pediococcus) dextrinicus ATCC 33087 T)
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prokazana amplifikace genu alaS (kromé V. elongatus) o délce piiblizn¢ 1000 pb u tii ze 4
testovanych kmenta. Treti ,band zcela shora odkazuje v DNA markeru pravé délku 1000 pb.
Byly testovany za danych podminek u kazdého kmene 4 varianty Ta (teploty ,annealingu‘): 52
°C; 55,2 °C; 58,8 °C a 62 °C. Z obrazku je zfejmé, ze silné, kvalitni amplikony vznikaly hlavné
pfi prvnich dvou teplotach, resp. 52 a dale 55,2 °C. Proto pro nasledné ovéfeni na 37 kmenech

fadu Lactobacillales byla pouzita Ta = 52 °C za stejnych podminek uvedenych vyse.

Obrazek 5. Testovani amplifikovatelnosti a specifity primert u genu alaS na ¢tyi vybranych
kmenech uvedenych vyse. Agardzovy gel pii aplikaci 4 uL vzorkt po probéhnuti zvoleného PCR
programul.

Nize znazornény Obrazek 6. zahrnuje obdobni zkousku jako v piedeslém piipadé, jen
S pouzitim primert pro amplifikaci fragmentu lysS. V tomto piipadé byly zvoleny tyto 4 Ta
(teploty ,,annaealingu®, resp. ,,nasednuti primerti na komplementarni tsek templatové DNA: 50;
52,5; 55,5 a 58 °C. Je viditelné, ze amplifikace fragmentu tohoto genu se podatila pouze u 2 ze 4
testovanych kment (Levilactobacillus brevis ATCC 14869 T a Lapidilactobacillus (dtive
Pediococcus) dextrinicus ATCC 33087 T), a to za vSech zvolenych Ta. OvSem nejvice viditelné,
silné a tudiz aplikovatelné ,,bandy* byly ziskany pti Ta = 50 a 52 (tfebaze u posledniho kmene se
amplikony vytvoftily za pouziti vSech 4 Ta).
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Obrazek 6. Testovani amplifikovatelnosti a specifity primertt u genu lysS na ¢tyf vybranych
kmenech uvedenych vyse. Agar6zovy gel pii aplikaci 4 uL vzorkd po probehnuti zvoleného PCR

programul.

5.3 Testovani specifity primert pro geny alaS a lysS na 37 kmenech fadu Lactobacillales

V Tabulce 7. nize je uveden vysledek PCR specifity a amplifikovatelnosti fragmentt genti
alaS a lysS u vybranych 37 kment fadu Lactobacillales.

Tabulka 7. Zisk amplikonii pomoci nami navrzenych primerti pro 2 geny uréené pro
klasifikaci, ptip. fylogenetické studie zastupct fadu Lactobacillales. Y — vytvotfeny amplikon o

ocekavané délce, NA — nevytvofeny amplikon.

Kmen Genes
alaS | lysS
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 T Y |Y
Lactobacillus apis R4B T —typovy kmen | NA | Y
Bombilactobacillus bombi BTLCHM1/2T | Y | Y
Levilactobacillus brevis ATCC 14869 T NA|Y
Lactobacillus crispatus ATCC 33820 T Y |NA
Lactobacillus delbruecki subsp. delbruecki NA | v
DSM 20074 T
Lactobacillus delbruecki subsp. lactis DSM NA | v
20072 T
Limosilactobacillus fermentum ATCC
14931 T NA | NA
Lactobacillus gasseri DSM 20243 T Y |Y
Lactobacillus helveticus CCM 4280 Y |Y
Lactobacillus johnsonii DSM 10533 T Y |Y
Lactiplantibacillus plantarum CDCM
194/91 Y [NA
Limosilactobacillus reuteri DSM 20016 T | NA | NA
Lactobacillus rodentium DSM 24859 T Y |Y
Ligilactobacillus ruminis ATCC27780T | NA | Y
Limosilactobacillus vaginalis DSM 5837 T | Y | NA
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Lacticaseibacillus casei subsp. casei DSM
20011 T
Amylolactobacillus amylophilus CCM 7001
T
Lactobacillus amylovorus CCM 4380 T
Lactobacillus gallinarum CCM 4383 T
Lactobacillus helveticus CCM 7193 T
Lactobacillus iners CCM 4943 T
Enterococcus faecalis CCM 7000 T
Enterococcus cecorum CCM 3659 T
Enterococcus caccae CCM 7399 T
Enterococcus faecium CCM 7167 T
Pediococcus parvulus CCM 3450 T
Pediococcus dextrinicus CCM 3457 T
Streptococcus macacae CCM 7515 T
Streptococcus criceti CCM 7442 T
Tetragenococcus halophilus CCM 3458 T
Vagococcus acidifermentans CCM 8417 T
Vagococcus carniphilus CCM 8414 T
Vagococcus entomophilus CCM 7946 T
Vagococcus fluvialis CCM 4304 T
Vagococcus penaei CCM 8416 T
Vagococcus salmoninarum CCM 4305 T

<|=<|=<[=<|=|<|<|<|<|<|<|<|<]|<]<[<]|<]|<|<] < | <
Z
>

Z Tabulky 7. vyplyva, Ze pro tcely klasifikace ur¢itych zastupct fadu Lactobacillales je lepsi
gen alaS oproti genu lysS, ktery byl amplifikovan ani ne u poloviny z testovanych kment. Ov§em
ani v ptipadé fragmentu genu alaS se nepodatilo u vSech testovanych kment ziskat amplikony.
To ovSem neznamend, ze by v budoucnu nemohl byt vyuzit pro ucely klasifikace urcitych
zastupct fadu Lactobacillales, totéz (s niz$i pravdépodobnosti) lze tvrdit o genu lysS. To, Ze
skutecné byly amplifikovany fragmenty studovanych gent bylo potvrzeno vloZenim sekvenci do

NCBI (BLAST) databaze s vysledky od 99.24 do 100% shody s totoznymi geny stejnych taxontl.

5.4 Vysledky fylogenetickych studii

Obrazek 7. znazornuje fylogeneticky strom zrekonstruovanych na zéklad€ setazenych
sekvenci genu alaS o délce 866 nukleotidd. Pro rekonstrukéni tcely (stejné jako pro gen lysS)
byla pouzita metoda ML (Maximum Likelihood) a algoritmus Jukes-Cantor v programu MEGA

(viz. vyse).
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Obrazek 7. Fylogeneticky strom na zakladé segmentu genu alaS (délka 866 nukleotidu).

Nize je znazornén fylogeneticky strom na zakladé fragmentu genu lysS (délka 594 nts),

ktery byl amplifikovdn u menSiny z testovanych kmentl za stejnych podminek (Maximum-

Likelihood algoritmus, metoda Jikes-Cantor).
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Obrazek 8. Fylogeneticky strom na zaklad¢é segmentu genu lysS (délka 594 nukleotidi)
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6 Diskuze

Rad Lactobacillales je velice heterogenni skupina bakterii. Tato fylogenetickd skupina
zahrnuje obvykle grampozitivni, mikroaerofilni, fakultativné anaerobni, katalazové negativni,
bud’ tyCinkovité nebo sférické bakterie. Lactobacillus je typ rodu fadu Lactobacillales. Rod
Lactobacillus ((po reklasifikaci ¢eledi Lactobacillaceae podle Zheng et al. (2020)) byl rozdélen
na dil¢i rody Lacticaseibacillus, Fructilactobacillus, Limosilactobacillus, Ligilactobacillus,
Lactiplantibacillus, Levilactobacillus, Lentibactobacillus). Mezi dil¢i rody patii i Enterococcus,
Leuconostoc, Lactococcus, Pediococcus, Vagococcus a Streptococcus, a pravé ty jsou
povazovany za nejvyznamnéjsi z této rozsahlé taxonomické skupiny, protoze jsou dobie zndmé
jako bakterie mlécného kvaseni (Mekadim et al., 2019). Vzhledem k vyznamnému a Sirokému
uplatnéni zastupcu Celedi Lactobacillaceae nejenom v potravinaiském a krmivarském pramyslu,
ale i ve farmaceutickém, je kladen diraz na detailni klasifikaci a ur¢eni identity pouzivanych

kmenii téchto bakterii (Killer and Mrazek, 2018).

V soucasné dobé¢ je detailni identifikace, klasifikace a fylogenetickd analyza zalozena na
molekularné genetickych metodach, vcetné stanoveni primérné nukleotidové identity (ANI) pro
celé (nebo fragmentované) genomy (Mekadim et al., 2018), DNA-DNA hybridizaci, sekvenovani
genu pro 16S rRNA (ribozomalni rRNA malé podjednotky ribozomt) (Shevtsov et al., 2011;
Blaiotta et al., 2008), detekce molekularnich markert (také znamych jako fylogenetické /
identifika¢ni markery) pfedstavovanych hlavné provoznimi tzv. ,housekeeping®™ geny (Naser et
al., 2007, Mekadim et al., 2018). Techniky zaloZzené na sekvenci celého genomu jsou
V soucasnosti povazovany za nejefektivnéjsi pro identifikacni a fylogenetické ucely (Diop et al.,
2020). Tyto techniky jsou vSak Casov€ naro¢né a vyzaduji vysokou uroven odbornosti. Ac¢koli
hybridizace DNA — DNA a sekvenovani genti 16S rRNA jsou stidle povazovany za ,zlaty
standard“ pro klasifikaci a fylogenetické studie prokaryot, jejich nedostatky jsou Siroce
diskutovany (Mekadim et al., 2018; Shevtsov et al., 2011; Fischer et al., 2016). Metoda DNA-
DNA hybridizace vyzaduje alespon 80 % komplementaritu mezi fetézci. Navic je ¢asové naro¢na

a ovlivnitelna pouzitou konkrétni technikou (Shevtsov et al., 2011; Naser et al., 2005).

Piestoze je gen pro 16S rRNA i v soucasnosti hojné pouzivan jako fylogeneticky marker,
skryva v sobé fadu nevyhod, jako je tieba mozna pfitomnost vice ¢astecné sekvenéné odlisnych
kopii v genomech bakteridlnich kment, vysoka sekvencni similarita mezi kmeny (= 99.0 %),
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moznost horizontalniho pfenosu genovych fragmenti (Killer and Mrazek, 2018; Stackebrandt,
2003). Volba kombinaci part primeri pouzitych pro sekvenovani muze podstatné ovlivnit
ptesnost a citlivost rozliSeni (Fischer et al., 2016). Obzvlast’ nejsou spolehlivé pro podrobnou
klasifikaci velice pfibuznych druhd (Zhi et al.,, 2011) skupiny bakterii mlééného kvaSeni.
Zejména v taxonomické klasifikaci Lactobacillus, kde rizné druhy maji velmi podobné (nebo
skoro identické) 16S rRNA genové sekvence (Mekadim et al., 2019). Tyto nedostatky vedou k

nalezeni alternativ pro genomické a fylogenetické analyzy (Stackebrandt, 2003).

Potteba alternativnich genomovych markeri, které poskytuji vyssi tiroven diskriminace
nez gen 16S rRNA, vedla k systematic¢téjsimu sekvenovani HKG (Naser et al., 2007). Jejich
snadna amplifikace prostfednictvim specifickych primert a nasledné sekvenovani také umoznuje
klasifikaci bakterialnich kment za krat$i dobu. (Mekadim et al., 2019). HKG oproti ,,zlatému
standardu® (genu pro 16S rRNA) maji urcité vyhody - nepodléhaji horizontalnimu pienosu a
rekombinaci (Stackebrandt, 2003). Multigenovy pfistup zahrnujici variabilni oblasti HKG nabizi
vysokou uroven diskrimina¢niho rozliSeni mezi Gizce souvisejicimi taxonomickymi jednotkami a
poskytuje robustni podminky k odvozeni fylogenetickych vztahli mezi konkrétnimi
taxonomickymi skupinami (Glaeser a Kampfer 2015; Mekadim et al., 2018). Dané vlastnosti
HKG oteviraji perspektivu jejich vyuZiti jako relativné jednodusSiho a ¢asové nenarocného
nastroje pro klasifikaci a typizaci vybranych zastupc fadu Lactobacillales (Mekadim et al.,
2018). Zvoleni vhodného fragmentu genu pfitomného v genomech riznych zastupct celedi
Lactobacillaceae by mohlo nabidnout dostupnou rutinni klasifikaéni metodu vyuZitelnou
V potravinaiském a farmaceutickém pramyslu. Pravé proto je stale aktudlni nalezeni dosud

nepouzivanych gend, vhodnych pro dané ucely.

V dané praci byly zvolené geny alaS (kodujici alanyl-tRNA syntetazu\alanin-tRNA
ligazu) a lysS (kodujici lysyl-tRNA syntetazu\lysin-tRNA ligazu) pouzity jako potencialni
klasifika¢ni markery kvili jejich ptisluSnosti ke skupiné aminoacyl-tRNA syntetaz podilejicich se
na proteosyntéze (jakoZto nezbytnému procesu pro zivotaschopnost organismu). Dané geny
nebyly dosud pouzity jako klasifika¢ni markery pro zastupci ¢eledi Lactobacillaceae i piesto, ze
splnuji pozadavky biomarkera (funk¢ni stalost a geneticka stabilita, distribuce u vSech zéastupcti
vyjmenované Celedi, variabilita sekvenci mezi taxonomickymi jednotkami (Verma et al, 2018),

nezastupitelna role v proteosyntéze). Jako nejvhodnéjsi primery byly vybrané ty, které ohranicuji
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fragment genu o délce 1000 pb pro alaS a 600 pb pro lysS a nasledné aplikované na vSechny 37
testovanych kmend. V ramci této prace bylo pro potvrzeni hypotézy a splnéni cili prace bylo
vyuzito 37 typovych kment fadu Lactobacillales. VSechny kultury pouzité v dané praci
pochazeji se sbirky mikroorganismii laboratofe anaerobni mikrobiologie UZFG (Ustavu

zivodisné fyziologie a genetiky) AV CR, v.v.i. v Praze.

Rozhodné gen alaS vykazal vétsi amplifikovatelnost, a i kdyz amplifikace genovych
segmentil pomoci navrhovanych primerti nebyla uspésna u vSech kment (u 30 z 37 testovanych
kmenit), ptesto ziskané vysledky naznaéuji, ze gen alaS muze byt pouzit jako klasifika¢ni
biomarker ve specifickych fylogenetickych skupinach / taxonech fadu Lactobacillales, avsak
specifi¢nost navrhovaného primeru by méla byt ovéfena pro mnohem vétsi pocet bakteridlnich

kment patiicich do riznych roda fadu Lactobacillales.

Pro rekonstrukéni ucely fylogenetickych stroml na zikladé sefazenych sekvenci obou
genll byla pouzita statistickd metoda maximalni vérohodnosti. Tato metoda hleda

nejpravdépodobnéjsi topologii pro data (sekvence) (Mossel, et al., 2009).

Fylogeneticky strom vytvofeny na zakladé sefazenych sekvenci alaS reprezentuje Ctyti

fylogeneticky ohranic¢ené ,,clustery*:

- skupinu homofermentativnich bakterii mlééného kvaSeni (dfive jen Lactobacillus);
- skupinu zformovanou kmeny rodu Vagococcus;
- skupinu zformovanou kmeny rodu Enterococcus;

- skupinu zformovanou kmeny rodu Streptococcus.

Fylogeneticky strom na zakladé sefazenych sekvenci genu lysS (fragment daného genu je
hife amplifikovatelny) zifejmé znazornil jenom definovanou skupinu Lactobacillus delbruecki
homofermentativnich BMK, coZ vSak neznamend, Ze nemize byt vyuzitelny pro klasifikacni a
fylogenetické ucely v ramci dané fylogenetické skupiny (ovSem pro dané tvrzeni by fragment
lysS by mél byt ovéfen na vétsim poctu kmeni BMK). Fakta, ze v ramci druhovych skupin
mohou rtizné geny poskytovat rizné topologie stromt, nebrani jejich pouziti k jednozna¢nému
ptifazeni izolatd k uritému druhu. Ruzné topologie stanovené pro rizné HKG geny jsou
zpusobeny ne¢kolika faktory: trovni informaéniho obsahu, riznou evolu¢ni rychlosti a délkou

dil¢ich sekvenci (Naser et al., 2007).

49



Jak jiz bylo naznaceno, geny alasS a lysS (s nizsi pravdépodobnosti) nejsou bez perspektiv
k uplatnéni pro identifika¢ni, klasifikac¢ni a fylogenetické ucely jako levnéjsi a rychlejsi metoda
urCeni identity bakteridlnich izolatt, ktera by mohla najit své uplatnéni v potravinaiském,
krmivaiském a farmaceutickém prumyslu. Ov§em specificitu a aplikovatelnost primert je potieba

otestovat na mnohem vét§im poctu zastupci ¢eledi Lactobacillaceae.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo vytipovat vhodné, dosud nepouzivané, geny pro dané ucely na
zaklad¢ urcitych pozadavki. Nasledn€ navrhnout pomoci ptislusného softwaru vhodné primery
ohranicujici zadouci, variabilni segmenty gent a ty pouzit pii PCR amplifikaci a sekvenaci
ptislusnych genti u typovych kment zastupci ¢. Lactobacillaceae (fadu Lactobacillales). Pii
otestovani a zdaroveil navrzeni vhodnych PCR podminek potvrdit vyuziti sekvenovanych

fragmentd pii klasifikaci a taxonomii zastupcu ¢. Lactobacillaceae (t. Lactobacillales).

Hypotézou této prace bylo, ze sekvence vytipovanych ortolognich gent, dostupnych v
kompletnich genomech, umoziuji po setazeni nalézt pomoci vhodného softwaru variabilni useky
ohrani¢ené tzv. ,,primery* (oligonukleotidy), resp. sekven¢né konzervativnimi tGseky. Navrzené
primery mohou byt nésledné pouzity pti PCR metodé za pouziti vhodnych PCR programi pro
amplifikaci a nasledné sekvenaci variabilnich fragmentd gend. Ty by mohly byt vyuZity pro
presnéjsi klasifikaci na uroven taxonomickych jednotek (hlavné druhi, poddruht a kmenil)

ptislusnych bakterii fadu Lactobacillales.

Vysledky amplifikace gent (alaS a lysS) a nasledné vyuziti jejich sefazenych sekvenci
pro sledovani evoluénich vztahi pomoci zkonstruovanych v pfisluSném programu
fylogenetickych stromti ukazaly na to, ze gen alaS muze byt pouzit jako klasifikaéni marker ve
specifickych fylogenetickych skupinach / taxonech fadu Lactobacillales stejné jako lysS (s mensi
pravdépodobnosti). Jednoznaéné se da konstatovat, ze pro jejich praktické vyuziti pro klasifika¢ni

ucely v budoucnu musi byt oba geny otestovany na vétSim po¢tu kmend.
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