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ABSTRAKT

Probiotické baktérie su dolezitou sucastou l'udskej vyzivy a prinasaji mnohé zdravotné benefity.
Konzumujeme ich nielen v tradi¢nych mlieénych fermentovanych potravinach, ale ¢oraz viac sa do
popredia dostavaju aj fermentované vyrobky rastlinné¢ho povodu.

V teoretickej Casti prace su zhmuté vSeobecné poznatky o probiotickych mikroorganizmoch,
jednotlivych druhoch pouZivanych pri technologii spracovania rastlinnych a mlie¢nych fermentovanych
produktov, aich vplyvov na ludské zdravie. Nasledujuce kapitoly su venované réznym metodam
identifikacie probiotickych baktérii s dorazom na molekularnu diagnostiku, konkrétne metédou PCR.

Experimentalna Cast sa sustred’uje na identifikaciu baktérii mliecneho kvasenia vo fermentovanom
produkte rastlinného pévodu — v kvasenej kapuste za pouzitia dvoch metdd izolacie bakterialnej DNA
a naslednej analyze metddou PCR.

ABSTRACT

Probiotic bacteria are an essential part of human nourishment which provide many health benefits.
We consume them not only in traditional dairy fermented foodstuff, but also in the ever-expanding
fermented plant products.

The theoretical part summarized general knowledge about probiotic microorganisms, individual
species used in technology of processing plant and dairy fermented products, and their influence on
human health. The following chapters are devoted to various methods of identification of probiotic
bacteria with emphasis on molecular diagnostics, specifically by PCR method.

The experimental part is focused on the identification of lactic acid bacteria in a plant fermented
product — in a fermented cabbage using 2 methods of isolation bacterial DNA and subsequent analysis
by PCR method.

KLUCOVE SLOVA
probiotika, fermentacia, kapusta, identifikacia, PCR
KEYWORDS
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1 UVOD

V sucasnej dobe sa Coraz viac stretavame s alternativnymi druhmi stravovania, ako napriklad
vegetarianstvo, veganstvo, frutarianstvo, alebo s réznymi potravinovymi intoleranciami a alergiami.
Tieto problémy boli impulzom pre vyvoj avyskum tzv. funkénych potravin s bohatou nutri¢nou
hodnotou a urcitym zdravotnym benefitom. K takym patria bezpodmienecne aj fermentované potraviny.
Technologie procesu vyroby takychto potravin vyuziva metabolicku aktivitu probiotickych baktérii.

Probiotické mikroorganizmy su prirodzenymi obyvatel'mi I'udského ¢revného systému, ovplyviiuju
procesy travenia, pomahaju udrziavat’ homeostazu organizmu a podporuju aj celkové zdravie hostitela.
Na druhej strane inhibuju rast a mnozenie patogénnych crevnych baktérii produkujucich toxicke
metabolity. Probiotika sa zabudovavaji do potravin najcastejsSie procesom fermentacie.

Probiotické mikroorganizmy sa vyskytuju nielen vo fermentovanych potravinach mlieéneho pévodu,
ale aj v mise, Cokolade ¢i detskej vyzive. Vyznamnu Cast” probiotickych potravin tvoria aj kvasené
produkty rastlinného povodu. Coraz &astejsic mozno kipit' fermentované obilniny, zeleninové a ovocné
dzusy, susené ovocie alebo kvasenu zeleninu s obsahom probiotik nielen v $pecialnych obchodoch so
zdravou vyzivou, ale aj v komerénych obchodnych retazcoch.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Probiotika

Probiotick¢é mikroorganizmy su zivé kultury vyskytujuce sanajmid v GIT (gastrointestinalnom
trakte) hostitel'a a maju pozitivny vplyv na jeho zdravie. Probiotika definuje Organizacia pre vyzivu
a pol'nohospodarstvo/Svetova zdravotnicka organizacia (FAO/WHOQO) doslovne ako ZzZivé
mikroorganizmy, ktor¢ ak sa pridaji v primeranom mnozstve do potravin, maju pozitivne zdravotné
ginky na hostitel'a. Probiotika musia spiiiat’ nickol’ko podmienok:

*  musia byt bezpe¢né pre organizmus;

= odolné voci zaladocnej Stave a ZICi;

= schopné reprodukcie a kolonizacie GIT;

* amusia byt Zivotaschopné pocas celej doby vyroby a trvanlivosti produktu.[1,2]

Probiotika su komercne predavané vo forme zmesi Zivych a mftvych buniek, popripade v kombinacii
s prebiotikami. Zivé bunky zabezpe&ujii imunitni odpoved a aktivne ovplyviiuju sa¢asna mikrofloru,
zatial’ ¢o mrtve bunky maju protizapalovy Géinok.[3]

2.2 Historia probiotik

Fermentované potraviny, ako napriklad pivo, vino, chlieb, kefir alebo syry, boli produkované uz od
pradavna. Kvasené vyrobky mali ovela dlhsiu dobu trvanlivosti, ¢o znamenalo, Ze sa rychlo nepokazili
a nebolo potrebn¢ ich okamzite skonzumovat’. Ich prospesné vyzivové a terapeutické ucinky boli zname
uz davno pred objavenim kvasnych mikroorganizmov.

Aj naprick tomu, Ze za objavitel'a mikroorganizmov spdsobujucich fermentaciu je povazovany Louis
Pasteur, az doktor IIja Mecnikov vroku 1907 spojil tieto mikroorganizmy s urcitym zdravotnym
benefitom. Jeho Stidia skimala pri¢inu dlhovekosti a vitality u osob, ktoré pravidelne konzumovali
fermentované mlie¢ne potraviny. V GIT tychto osob zistil pritomnost’ laktobacilov, ktoré spdsobovali
kvasenie mlieka.

Pocas studie vroku 1922 bolo preukazané, ze baktéria Lactobacillus acidophilus je pricinou
zlepSenia zdravotného stavu 30 pacientov trpiacich chronickou zapchou, hnackou alebo ekzémom.
Termin probioticky bol prvykrat pouzity az v r.1965, kedy boli vyskumami potvrdené pozitivne Géinky
probiotickych mikroorganizmov na l'udské zdravie.[4]

2.3 Probiotické mikroorganizmy

K probiotikam su najcastejSic zarad'ované LLAB (baktéric mlieéncho kvasenia), avSak aj iné
mikroorganizmy vykazuji probiotické schopnosti. Z LAB su najznamejsie rody Lactobacillus
a Bifidobacterium. Komplexne st priklady probiotickych mikroorganizmov zhrmuté v Tab.1.

Probiotické baktérie musia tolerantné k nizkemu pH v zaludku, vysokej koncentracii ZICovych
kyselin v tenkom c¢reve; nesma byt patogénne, alergéne ani karcinogénne. NavySe musia byt
probiotické mikroorganizmy schopné rozmnozovania a kolonizacie I'udského ¢revmého traktu. Vsetky
ticto aspekty zabezpecuju, aby probiotika boli schopné prezit’ v mieste plnenia svojej funkcie, v GIT.
Z tohto dovodu je velkou vyhodou, ak su probiotika l'udského pévodu.|3,5]

LAB patria do skupiny heterofermentativnych baktérii, ¢o znamend, ze produkuju nielen kyselinu
mliecnu, ale aj iné latky, ako napriklad kyselinu octovi, etanol alebo oxid uhliéity. Z tohto dovodu nasli
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vyuzitie pri vyrobe a spracovani mésa, zeleniny, vina a mnohych inych potravinovych kvasenych
vyrobkov.[7]

Crevné baktérie zaGinaju kolonizovat' GIT ¢&loveka okamzite po jeho narodeni. Tento proces
pretrvava az do 1. roku dietata. Crevna mikroflora je pocas tohto obdobia najvyznamnejsie ovplyvnena
konzumaciou materského mlieka, ktoré obsahuje laktobacily, bifidobaktérie a d’alSie neabsorbovatel'né
zlozky, ako napriklad oligosacharidy, laktoferin, lyzozym a r6zne protilatky. Tieto zlozky dokazu menit’
¢revné prostredie, stimuluju rast a mnozenie baktérii, ¢im zohravaju ulohu prirodzene vyskytujucich sa
prebiotik. Problém absencie ¢revnych baktérii m6ze nastat’ u nekojenych deti. Z tohto dévodu sa na
vyrobu detskej vyzivy pouzivaji baktérie vyizolované z materského mlieka. Zlozenie crevnej
mikroflory ¢loveka sa dospievanim postupne meni.[2,8.9]

Tab.1: Probiotické baktérie.[upravené podla 6]

Rod Lactobacillus Rod Bifidobacterium Iné probiotické mikrorganizmy
L. acidophilus B. animalis Bacillus cereus
L. brevis B. adolescentis Clostridium botyricum
L. casei B. breve Enterococcus faecalis
L. rhamnosus B. bifidum Escherichia coli
L. d;f;g;ilcck;; subsp. B. lactis Lactococcus lactis subsp. lactis
L. fermentum B. infantis Pediococcus acidilactici
L. lactis B. longum Saccharomyces boulardii

2.3.1 Rod Bifidobacterium
2.3.1.1 Morfologia

Bifidobaktérie patria medzi gram pozitivne (G*), anaerobne, nesporolujuce, heterofermentativne
a nepohyblivé mikroorganizmy. Vyskytuju sa v mnohych tvaroch: kratke, zagulatené, zakrivené alebo
rozdvojené ty¢inky tvaru ypsilon (vid’.Obr.1). Najdeme ich v GIT, kde st sucastou ¢revnej mikroflory,
ale aj v ustnej dutine ¢i posve.[2]

2.3.1.2 Klinicky vyznam

Bifidobaktériec zapo¢nu kolonizaciu ¢riev okamzite po narodeni dietata. Svojmu hostitel'ovi
poskytuju bifidobaktérie znacné mnozstvo zdravotnych vyhod. Su prevenciou proti hnacke, zmieriiuju
laktézovu intolerancie, pomahaju pri vylucovani patogénov z organizmu, modulujii imunitny systému
a obranyschopnost hostitel'a, degraduju sacharidy prijaté v strave a iné.[10 — 13]

(A) (B)
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Obr.1 Bifidobacterium longum (A), Bifidobacterium animalis (B) a Bifidobacterium brevis (C).[14]

2.3.2 Rod Lactobacillus
2.3.2.1 Morfologia

Laktobacily su gram pozitivne (G*), nesporolujice, striktne anaerobne a fermentativne, bezbicikaté
tyCinky a koky (vid. Obr.2). Baktérie su schopné homofermentativneho aj heterofermentativneho
mlie¢neho kvasenia. TaktieZ sa prirodzene sa vyskytuju v GIT a v poSvovom sekréte.[2]

2.3.2.2 Klinicky vyznam

Laktobacily maju Siroké vyuzitie pri liecbe ¢revnych ochoreni. Uplatnenie najdu pri lie¢be IBS
(syndrom drazdivého hrubého Creva), ako aj pri lie¢be zaludocnych vredov sposobenych bakterialnou
infekciou.

Znacnou vyhodou tychto baktérii je produkcia kyseliny mliecnej, peroxidu vodika a roznych
bakteriocinov, ¢o umoziuje ich vyuzitie aj pri lieCbe urogenitalnych a vaginalnych infekeii. Kyselina
mlie¢na znizuje pH v poSve a vytvori tak kyslé prostredie, ¢o spdsobi thyn patogénnych baktérii.
Peroxid vodika zase napomaha obnove bakterialnej mikroflory vratenim hodnoty vaginalneho pH na
povodnu. U deti laktobacily zmieriuju atopicky ekzém posobenim protizapalovych cytokinov.[15,16]

(A) (B)

Obr.2 Lactobacillus casei (A) a Lactobacillus helveticus (B).[14]
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2.3.3 DalSie probiotické mikroorganizmy

Vyznamnymi probiotickymi mikroorganizmami su aj in¢ baktérie a kvasinky, ako len baktérie
mlie¢neho kvasenia.

Rody Pediococcus a Bacillus su vyznacné tvorbou spér, vd'aka ktorym sa stanu rezistentnymi voci
vysokym teplotam a pH. Z tohto dévodu je mozn¢ ich skladovat v su§enom stave. Podoba odolnej spory
zaisti bezpecny prechod Zzalidoénymi kyselinami az do miesta ucinku, teda do ¢reva.

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae var. boulardii pomahaju pri liecbe ochoreni GIT, stimuluju
imunitny systém, brania tvorbe karcinogénnych latok v creve adokazu redukovat’ laktozovi
intoleranciu. Nevyhodou tejto kvasinky je jej nedostato¢na stabilita pri spracovani potravin alebo pri
prechode cez GIT. Z tohto dévodu je vyhodné pouzit” mikroenkapsulaciu kvasinkovych buniek do
koncentratu srvatky alebo do arabskej gumy.[2,17]

2.4 Utinky probiotickych mikroorganizmov na Pudsky organizmus

Probiotické baktérie vykazuju antimikrobidlne ucinky, ¢o znamena, ze posobia inhibic¢ne k ostatnym
mikroorganizmom. Tato vlastnost’ je sposobena produkciou kyselin (napr. kyselina mlie¢na, kyselina
octova), baktériocinov, peroxidu vodika a diacetylu pri mliecnom kvaseni. Produkované metabolity
prispievajui k znizeniu pH v GIT, ¢im napomahaju vytvorit’ nehostinné prostredie pre patogény a dokazu
ich redukovat’.

Zdravotné benefity probiotik su kmenovo, aniekedy aj druhovo Specifické. Klinické stadie
preukazali redukciu atopického ekzému u deti, ktorym boli perinatalne podané baktérie kmena
Lactobacillus produkujice protizapalovy cytokin. Crevna mikroflora bohata na baktérie kmefia
Bifidobacterium pomaha znizovat alergické poruchy. Niektoré ucinky a zdravotné benefity probiotik
su zhmuté v Obr.3.[5,15]

Redukcia hl adiny Moduldd a imunitného Znizenie laktozovej
cholesterolu systému intol erancie a celkové
zlepienie travenie
Antihypertenzné ] potravy
idinky
\ ﬂ Liecha hnacky, vredov a
PROBIOTKA dizbet
Prevencia rakoviny
hrubého éreva / \ L.
Zlepienie
a srdcovo-cievnvch .
o eni ) ‘ ordlneho zdravia
ochoreni
Liecba chronickych
Antioxidadné iéinky

Erevnych zapalovych

ochoreni

Obr.3 Prospesné zdravotné viastnosti probiotickych mikroorganizmov.[upravené podla 5|
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2.4.1 NaruSenie homeostazy ¢revnej mikroflory

Ludsky GIT je jednym z najkomplexnejSich ekosystémov plny mikroorganizmov, ktoré plnia
dolezita ulohu v zdravi cloveka. Probiotické baktérie v ¢reve formuju fyziologické a metabolické
procesy a vyvoj imunitného systému. ZloZenie ¢revnej mikrobioty je vel'mi individualne a pocas zivota
jedinca sa vyvija. Mutualizmus, ktory funguje medzi hostitel'om a ¢revnou mikroflorou, je zasadny pre
udrzanie zdravia hostitel’a. Baktérie poskytuju hostitel'ovi Ziviny, metabolizuju nestraviteI'né zluceniny,
produkuju vitaminy, brania kolonizacii oportinnych baktérii. Na druhej strane, hostitel’ tvori zivotné
prostredie baktérii. V I'udskom tele vSak moze dojst’ k naruseniu mikrobialnej rovnovahy v ¢reve, ¢o
nabura prirodzenu ¢revnu bariéru a spdsobi mnozenie patogénov.

V dosledku abnormalnej aktivacie imunitné¢ho systému crevnej sliznice mozu vznikat’ chronické
poruchy sposobujuce zapaly GIT , ako napriklad IBD (zapalové ¢revné ochorenia), IBS (syndrém
drazdivého hrubého creva), CD (Crohnova choroba) a UC (ulcerézna kolitida). Na vznik tychto
ochoreni maju vplyv aj in¢ faktory, ako napriklad genetické komponenty, faktory Zivotné¢ho prostredia
alebo d’aalSie imunologické poruchy. Analyzou fekalnych vzoriek bol zisteny pokles zastupenia kmeria
Firmicutes u1IBD, kmena Clostridium u CD akmena Lactobacillus u ochorenia UC. Podavanie
probiotickych baktérii znacne prispieva k liecbe tychto zapalovych ochoreni, pretoze obnovuje zdravy
¢revny mikrobiom. Zaroveni probiotika funguji ako prevencia vzniku dysbidzy cCrevnej
mikroflory [15,18]

2.5 Vyuzitie probiotickych mikroorganizmov

Hlavnym odvetvim, ktoré vyuziva probiotika je bezpodmienecne potravinarstvo. Probiotické
baktérie sa prioritne vyuzivaji na fermentaciu potravin. K asi najviac zastupenym fermentovanych
potravinam patria mliecne vyrobky, ako napriklad syry, acidofilné mlicko alebo jogurty. Mlieko je
komplexnym zdrojom Zivin pre LAB, a preto je velmi vyznamnym vektorom pre prenos tychto baktérii
do hostitel'ského organizmu. Zivotaschopnost baktérii vo fermentovanych mlieénych vyrobkoch je
ovplyvnena antagonistickymi interakciami probiokultur a produkovanych kyselin.

K d’alsim fermentovanym potravinarskym produktom bohatym na probiotika patria aj niektoré
misové vyrobky, najcastejSie su to fermentované suché salamy. Miso pomaha chranit’ probiotické
kultury pred zlcovymi kyselinami v GIT, preto sa baktérie dostant neposkodené az do miesta Gcinku.
Fermentované salamy sa vyrabaju kvasenim surového alebo vysuSeného mésa bez zahriatia a jeho
naslednym zrenim. Tieto vyrobky st bohaté¢ nielen na LAB, ale aj na iné G* baktérie, plesne a kvasinky.
Stucasne sa do popredia Coraz viac dostavaju aj fermentované obilniny, a to najmi z dévodu réznych
potravinovych intolerancii, alergii alebo alternativnych spoésoboch stravovania sa.

Obilniny obsahuju nestraviteIné sacharidy (GOS, FOS a betaglukany), ktoré stimuluju rast
laktobacilov a bifidobaktérii.

Probiokultiry vSak moézeme najst’ aj v nefermentovanych vyrobkoch, napr. v kave, zmrzline,
cokolade, mede a ovocno-zeleninovych §tavach. NajbohatSie probiotické Stavy sa pripravuji napr.
z pomarancov, ananasu, paradajok, kapusty alebo repy.

Znacn¢ vyuzitie najdu probiotika aj vo farmaceutickom priemysle ako sucastou doplnkov stravy
alebo lieciv. Najdeme ich vo forme prasku, tabliet, kapsul alebo vaginalnych capikov.

V kozmetickom a hygienickom priemysle sa probiotika pouzivaji na vyrobu pletovych vod,
hydrata¢nych krémov, sér proti starnutiu, zubnych past, tampdnov, Samponov a sprchovych gélov.[19]
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2.6 Probiotické potraviny

Probiotické potraviny sa radia medzi tzv. funkéné potraviny, ktoré obsahuju biologicky aktivnu
zlozku s pozitivnym zdravotnym uéinkom na konzumenta, azaroven maju aj uritd nutricnu
charakteristiku. Takto upravené potraviny si vSak musia zachovat svoje typické senzorické
vlastnosti.[5,20]

2.6.1 Miliecne probiotické potraviny

Mliecne vyrobky tvoria hlavnu skupinu potravin vhodnych na transfer probiotickych baktérii do GIT
konzumenta. Zatial ¢o cCerstvé mlicko funguje ako médium pre rast probiotickych baktérii,
fermentované mliecne vyrobky st vektormi tychto baktérii a poskytuji im ochranu pri prechode GIT.

Do fermentovanych mliecnych vyrobkov sa probiotika pridavaju ako Startovacie kultary k iniciacii
kvasenia. Pri tejto vyrobe je nutné dodrzat’ vhodnu inkubacnu teplotu, aby metabolity produkované
podas kvasenia negativne neovplyvnili senzorické vlastnosti produktov. Startovacia kultura musi byt
kompatibilna s produkovanymi probiotikami, aby nedochadzalo k tvorbe inhibitorov.[2,20]

2.6.1.1 Jogurt

Jogurty patria medzi najoblubenejSie fermentované mlie¢ne vyrobky, ktoré¢ st zdrojom zdraviu
prospesnych baktérii. Jogurt pripravovany tradiénym spésobom sa necha prirodzene fermentovat’ pri
42 — 45 °C. Moderna vyroba jogurtov je kontrolovany technologicky proces, pri ktorom sa vyuziva
nielen Cerstvé mlicko, ale aj susené mlicko, sladidla, ovocné aromy, farbiva, stabilizatory a emulgatory.

Na kvasenie mlieka je pouzivana Cista jogurtova kultira zloZena najmé z baktérii L. bulgaricus
a Streptococcus thermophilus. pH komerénych jogurtov sa pohybuje v kyslej oblasti, v rozmedzi
3,7-43.

V sucasnej dobe sa do popredia dostavaju tzv. bio jogurty, ktoré sa vyrabaju nielen pridanim
Standardnej jogurtovej kultury, ale aj pridanim Zivych probiotickych kmefiov Lactobacillus
a Bifidobacterium. Zivé kultury mdzu byt zabudované do jogurtov niekol’kymi sposobmi:

1) spolu so Standardnou jogurtovou kultirou;

2) dvojstupniovou fermentaciou (najprv je fermentované mlicko s probiotickou kultirou, aby bolo
dosiahnuté vysokej urovne zivotaschopnych buniek, a nasledné pridanie Standardne;j Startovace;j
kultary na dokoncenie kvasenia);

3) samostatnou fermentaciou dvoch davok pasterizovaného mlieka, jedna davka s probiotickymi
kultarami, druha davka so Startovacou kultarou; nakoniec su obe davky zmiesané dohromady;

4) pouzitic samostatnej probiotickej kultury ako Startovacicho média.

Pouzitim len probiotickej kultury sa doba fermentacie predlzuje, ziskava sa nedostatocne kvalitny
jogurtovy produkt a v désledku produkcie metabolitov, mézu byt zhorSené aj senzorické vlastnosti.[21]

2.6.1.2 Kefir

Kefir patri k tradiénym stredoazijskym kvasenym mlieCnym napojom krémovej konzistencie
a mierne kyslastej osviezujucej chuti. Ziskava sa prirodzenym fermentovanim mlicka za pouZitia tzv.
kefirovych zim. Kefirové zma su malé zhluky MO spojenych polysacharidovym matrix — kefiranom.
Obsahuju zmesi LAB (kmene Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc), baktérii octového
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kvasenia, kvasiniek skvasujucich laktozu (Kluyveromyces lactis) alebo nelaktozovych kvasiniek
(Saccharomyces cerevisiae). Kazda zlozka dotvara typické senzorické vlastnosti kefiru, napr. perlivost,
kyslost” alebo miernu horkost. Kvasinky produkuju etanol, aromatické zlaceniny, oxid uhliity
a obohacuji napoj o vitaminy B1 a B12. Baktérie vyrabaju kyselinu mlie¢nu a octovu.

Kefir ma mnohé zdravotné vyhody: podporuje travenie, ma antibakterialne, protirakovinove,
imunitné a hypocholesterolické ucéinky.

Tradiénym sposobom je kefir vyrabany priamym pridanim kefirovych zm do kravského, kozicho
alebo ov¢ieho mlicka, a jeho naslednou fermentaciou pri 20 — 25 °C po dobu 18 — 24 hodin. Po ukonceni
fermentacie je mozné zrna prefiltrovat’, ususit’ a pouzit’ pri d’alSej vyrobe. Priemyselna produkcia kefiru
je vel'mi podobna tradicnému sposobu. Kefir je po fermentacii distribuovany do flia§ a nechava sa 24
hodin dozrievat pri 12 — 14 °C.|21]

2.6.1.3 Syr

Termin syr zahfia vel'mi Siroku Skalu fermentovanych mlieénych produktov. Ich vyroba vsak nie je
technologicky ani principialne vel'mi naro¢na. Podl'a obsahu vlhkosti delime syry na mikké, polotvrdé
a tvrdé. Produkciu syra mozno rozdelit” do dvoch zakladnych rovin: samotna vyroba syra a dozrievanie
syra.

Ako prvé je potrebné pripravit vybrané mlicko, Standardizovat” ho a pasterizovat, aby boli
odstranen¢ patogénne MO. Nasledne je upravena kyslost’ mlieka a prida sa syridlo tak, aby sa vyzrazala
syrenina a srvatka. Syrenina je d’alej upravovana tvarovanim, lisovanim a solenim. Takto pripraveny syr
je na 2 tyzdne az 2 roky odloZeny k dozretiu, kedy sa dotvara jeho charakteristicka chut’ a konzistencia.

V porovnani s ¢istym mlickom a jogurtom, ma syr vyssie pH, vyssiu vyzivova hodnotu a energeticku
hodnotu, vyssi obsah tuku a aj trvanlivost’. Husté prostredie a vysoky obsah tuku zabezpe¢i ochranu
probiotikam pri prechode kyslym Zaludkom.[22]

2.6.1.4 Zmrzlina

Zmrzlina je mrazeny mlieény vyrobok s obsahom aromatickych latok, sladidiel, stabilizatorov,
emulgatorov, vitaminov a mineralov. Je vel'mi oblibenou naprie¢ vSetkymi vekovymi kategdriami.
Vyznacuje sa hladkou ajemnou konzistenciou, ktori ma za nasledok neustale mieSanie pocas
zmrazovania. V poslednych rokoch sa na trh dostavajii zmrzlinové vyrobky s probiotickymi kultarami,
¢im sa vytvorila nova funkéna potravina s nutriénymi benefitmi.

Zmrzlina je vhodnym médiom pre prenos probiotik najmé z dévodu nizkej teploty a prijateI'ného pH
pre spravnu zivotaschopnost’ probiotickych baktérii. Proces zmrazovania, topenia a mechanického
micSania vS§ak moze bakterialne bunky poskodit’ a znizit tak aj funként uéinnost potraviny. Z Casti je
mozné tomuto negativnemu vplyvu predist’ pridanim prebiotik, napr. inulinu alebo oligofruktdzy.
Zivotaschopnost’ probiotik je zavisla aj od mnoZstva cukru obsiahnutého v zmrzline.[48]

2.6.2 Nemliecne probiotické potraviny

Mliecne probiotické produkty prinasaju mnoho obmedzeni a nevyhod, ako napriklad vysoka hladina
cholesterolu, pritomnost” alergénov alebo potreba skladovania pri nizkych teplotach. Tieto doévody st
motivaciou pre tvorbu novych probiotickych vyrobkov na rastlinnej alebo mésovej baze.[20]
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2.6.2.1 Ovocné a zeleninové probiotické potraviny

Velmi perspektivnym médiom pre distribaciu probiotik sa v poslednej dobe stali aj ovocie
a zelenina. NajcastejSie sa stretavame s ovocnymi alebo zeleninovymi §tavami, kvasenou zeleninou
a suSenym ovocim.

Priprava probiotickych potravin s rastlinnym pévodom je v§ak omnoho zlozitejSia ako pri mlie¢nych
produktoch. Aj ked” ovocie a zelenina obsahuju mnoZstvo potrebnych Zivin, vitaminov, mineralov,
antioxidantov ¢i vlakniny, je potrebné rastlinné matrice pred inokulaciou baktériami modifikovat.
Najvicsi problém zohrava kyslé pH média, ktoré znizuje Zivotaschopnost baktérii. Z tohto dévodu sa
médium upravuje pridanim dalsej zlozky alebo sa baktérie do média zabudovavaju
mikroenkapsulaciou. Princip mikroenkapsulacie spociva v tvorbe malych kvapdcok baktérii, ktoré su
obklopené povlakom ochrannej latky, najcastejSie agarom, chitosanom alebo alginatmi.

Inym sp6sobom zabudovania probiotickych baktérii do rastlinnych napojov je tzv. priama kvapalna
inokulacia do hotového vyrobku tesne pred plnenim a balenim. Velkou vyhodou tejto metody je vyssia
zivotaschopnost” baktérii, ¢im sa zvySuju aj funkéné vlastnosti celého vyrobku. Oproti probiotickym
baktériam zastipenym v mlie¢nych vyrobkoch, rastlinnym matriciam lepSie vyhovuju L. rhamnosus,
L. casei a L.plantarum.[23]

2.6.2.2 Obilné a séjové probiotické potraviny

Probiotické¢ vyrobky na baze obilnin kombinuji priaznivé ucinky samotné¢ho zrna a zdraviu
prospesnych baktérii. Ich vyzivova hodnota sice je v porovnani s mliekom a midsom niz§ia (menej
proteinov, nedostatok esencialnych aminokyselin), ale benefitom je obsah tzv. prebiotik vo forme
nestraviteInych sacharidov. Fermentaciou st obilniny obohatené o probiotické baktérie a produkty ich
metabolizmu, ¢o umoziuje I'ah$iu dostupnost’ polysacharidov, vitaminov skupiny B alebo mineralov.
Zivotaschopnost” baktérii je podporovana uz spominanymi prebiotikami, konkrétne FOS, pektinom,
betaglukanmi a volnymi isoflavinmi. Dal§imi vyznamnymi zlozkami celych zin su fytoestrogény,
fenolové zluceniny, antioxidanty, kyselina fytova a steroly.[49]

Jednou z najddlezitejSich strukovin v azijskych krajinach je soja, ktora obsahuje kvalitné proteiny.
Séjovy protein poskytuje dobry profil aminokyselin. Soja je bohatym zdrojom rozpustnej vlakniny,
vitaminov, mineralov a kyseliny listovej. Fermentacia sojového substratu prinasa mnoh¢ zdravotné
benefity: redukcia sacharidov zodpovednych za produkciu plynov c¢reve, zabrafiuje mnozeniu
patogénnych baktérii v GIT, prospieva zdraviu kosti, ma silnu antioxidacnu aktivitu, funguje ako
prevencia degenerativnych ochoreni a v kombinacii s prebiotikami vedie kredukcii LDL
cholesterolu.[23]

2.6.2.3 Probioticka ¢okolada

Cokolada patri celosvetovo medzi najoblibenejsie produkty nielen pre svoju lahodnu chut’, ale aj
pre vysoké nutriéné hodnoty a lahku straviteInost. Cokolada sa vyraba z kakaa, kakaového masla,
mlicka, mlie¢nych materialov a cukru. Tieto zloZzky zabezpecuju prijem proteinov, sacharidov lipidov,
mineralnych latok aj vitaminov. Dokaze zlepSit' naladu, podporuje dusevné zdravie, pomaha pri kontrole
chuti do jedla a zlepSuje zdravie srdca, za ¢o su zodpovedné polyfenolové antioxidanty a flavonoidy.
Obavy mozu nastat’ kvoli vysokému obsahu cukru, ¢o napomaha k rozvoju obezity, diabetu
a osteoporozy. Cokolada je sama oscbe funkdnou potravinou, pretoze obsahuje dostatok
polyfenolovych antioxidantov a flavonoidov, a vykazuje prospesné zdravotné ucinky.
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V sticasnosti sa trh zameriava na posilnenie zloZenia cokoladovych vyrobkoch zabudovanim
probiotickych baktérii. Vyber probiotik musi zahriat’ otazku zivotaschopnosti daného kmenia a zaroven
senzoricku prijatelnost” spotrebitelmi. V sulade stymto kodexom bola vyvinuta cokoladova pena
s obsahom probiotik aj prebiotik, konkrétne inulinu. Pre zlepSenie Zivotaschopnosti je mozné vyuzit’ aj
zabudovanie so matrice metddou mikroenkapsulacie, ¢im budu probiotika ochranené pred stresovymi
podmienkami v prostredi a bezpecne sa dopravia na miesto ucinku.[21]

2.6.2.4 Misové vyrobky

Miso je velmi vyZivna potravina s vysokym stupiiom biologickej dostupnosti jednotlivych zloziek.
Tieto vyhody sa ukazali vhodné aj pre probiotické kmene baktérii a matrice miasového povodu sa stali
vhodnymi pre prenos probiotik do GIT konzumenta.

Suché fermentované salamy sa vyrabaji zo zmesi hovédzieho alebo bravéového mésa, bravcovej
masti a d’alSich aditiv pre stabilizaciu a ochutenie vyrobku, ktora sa plni do ¢riev. Takto pripravené
produkty sa nechaju fermentovat” a nasledne zriet. Na inicidciu kvasenia sa pridava Startovacia kultura
zivych MO s pozadovanou metabolickou aktivitou. Najviac zastipené si LAB L.casei, L.curvatus,
Pediococcus acidilacti a Pediococcus pentosaceus. Pri technologickej vyrobe salamy sa médium
nezahrieva, takZze nenastava riziko poskodenia baktérii ohrevom. Vyhodny sposob prenosu baktérii do
substratu poskytuje aj mikroenkapsulacia s pouzitim alginatovych ochrannych latok.[24]

2.6.3 Doplnky vyzivy

Probiotika je mozné podavat’ aj ako synteticky vyrobené doplnky stravy vo forme tabliet, kapsul
alebo prasku. Pri vyrobe takychto produktov je dolezité zvazit' vyber konkrétnecho MO, jeho
zivotaschopnost’” pocas doby vyroby adlhej doby skladovania, jeho rezistenciu voci zZaludonym
kyselinam, dostatoc¢nu stabilitu a presnost’ davkovania probiotik v kone¢nom produkte.

Na vyrobu su najéastejsie vyuzivané lyofilizované probiotické kultury. Pri procese lyofilizacie v§ak
nastava riziko poskodenia biologickej kultury, a tym aj Zivotaschopnosti probiotik v produkte. Z tohto
dévodu sa pred zmrazenim do vzorky pridavaju ochranné latky.[20]

2.7 Prebiotika

Na stimulaciu rastu a zivotaschopnosti ¢revnych baktérii je mozné pouzit’ nestravitelné zlozky
potravy s prebiotickym w&inkom. Potravina klasifikovana ako prebiotikum musi spifiat’ nickol’ko
podmienok:

» nesmie byt hydrolyzovana ani absorbovana v hornej Casti GIT;
*  musi byt selektivna pre dany druh baktérii;
* musi pozitivne menit zloZenie ¢revnej mikroflory.

Vyvoj prebiotickych substratov je zamerany najmi na nestravitelné oligosacharidy, ktoré spinaju
vsetky vysSie uvedené kritéria.

Oligosacharidy su cukry zloZené z 2 — 20 monomérov, prirodzene sa vyskytuju v ovoci a zelenine a
su extrahovateIné. Oligosacharidy sa vyrabaju synteticky hydrolyzou polysacharidov (vlakniny alebo
skrobu) alebo enzymatickym Stiepenim.
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V sticasnej dobe je vykonavanych mnoho studii, ktoré¢ skimaju podporu crevnej mikroflory
pomocou fruktooligosacharidov (FOS) alebo galaktooligosacharidov (GOS). Zo zmesi FOS
monom¢érov ainych polysacharidov spojenych B-(1,2)-gykosidickou vidzbou je zlozené¢ dalSie
prebiotikum rastlinného pévodu — inulin. Prebioticky potencial vykazuju aj pektin, polydextrozy alebo
rastlinné polyfenoly. Pri produkcii prebiotik by mohli vyznamnu ulohu zohrat” vedlajsie produkty
spracovania ovocia a zeleniny, lichovarnictva alebo pivovarnictva.[25,26]

2.8 Synbiotika

Inou moznostou ako modulovat’ ¢revni mikrofloru je pouzitie synbiotik, ktoré su kombinaciou
prebiotik a probiotik. Spajaju zdravotné benefity so stimulaciou rastu a Zivotaschopnosti probiotickych
baktérii pomocou prebiotického substratu. Synbiotika znizuju vyskyt infekénych ochoreni, chrania pred
patogénnymi baktériami, znizuju cholesterol, zlepSuju priepustnost’ Criev a stimuluju imunitny systém.

K probiotickym kmeniom, ktoré sa pouzivaju v synbiotickych vyrobkoch, patria kmene Lactobacillus
a Bifidobacterium. Ako podporné prebioticke substraty su pouzivané FOS, GOS, XOS a inulin.[27,29]

2.9 Mechanizmus tG¢inku
2.9.1 Mechanizmus tcinku probiotik

Skumanie mechanizmu ucinku probiotickych baktérii je stale otvorené a zvicsa su tieto mechanizmy
nezname. Co vSak vieme je, Zze probiotika sa podiel'aju na tiprave zdravotného stavu hostite'a mnohymi
spOsobmi:

» produkciou inhibiénych latok, ako napr. H>O,, bakteriociny alebo organické kyseliny;
»  blokovanim adhéznych miest ¢revného epitelu pre patogénne baktérie;

» st konkurenciou pre patogénne baktérie v oblasti dostupnych Zivin;

»  odburavanim toxinov, ako aj blokovanie toxinovych receptorov;

*  modulacia imunitného systému.

Ovplyvnenim ¢revného pH a produkciou antimikrobialnych latok vytvara nehostinng prostredie pre
patogénne MO, ktoré produkuju toxiny skodlivé pre hostitel'a.[28,29]

2.9.2 Mechanizmus tGéinku prebiotik

Ucinok prebiotik na imunitny systém takticZ nebol este podrobne preskumany. St viak navrhnuté
nicktoré mozné mechanizmy:

= prebioticka vlaknina zniZuje pecenové lipogénne enzymy, v dosledku produkcie mastnych
kyselin s kratkym retazcom (SCFA);

= produkcia SCFA fermentaciou vlakniny funguje ako histdénova modulacia a zvySuje dostupnost’
mnohych génov voci transkripénym faktorom;

* modulacia produkcie mucinu (hlien pokryvajuci ¢revny epitel);

= FOS anicktoré iné prebiotika zvySujua obsah lymfocytov a leukocytov v ¢revnych lymfatickych
tkanivach a perifémej krvi.
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Vlaknina je utilizovana na rast ¢revnej biomasy, ¢im sa zvicsuje aj objem stolice a posobi tak ako
prevencia zapchy. V niektorych pripadoch méze byt vlaknina metabolizovana na vodik, metan alebo
oxid uhlicity.[29]

2.10 Metody identifikacie probiotickych baktérii

Baktérie mlieéneho kvasenia si povazované za hlavnu skupinu probiotik, ktoré¢ su pridavané do
potravinovych vyrobkov za tielom obohatenia vyZivovych vlastnostni alebo prediZenia trvanlivosti.
Pre udrzanie bezpecénosti a kontrolu kvality potravin je dolezité tieto baktérie monitorovat ¢i su splnené
povolené normy.

Identifikacia probiotickych baktérii, najmid na druhovej urovni, vSak nie je jednoducha.
V poslednych rokoch sa sposoby detekcie presuvaju z fenotypovych metdd na omnoho presnejSie
a citlivejSie genotypové metddy.[30]

2.10.1 Fenotypové metody

Tradi¢ne sa LAB klasifikovali na zaklade ich fenotypovych vlastnosti, ako napr. morfologia, sposob
fermentacie glukozy, teplotné rastové optimum alebo Struktira bunkovej steny. Nevyhodou tychto
metod je nizka reprodukovatelnost, nejednoznadnost’ a Gasova naroénost. Daldim problémom je
expresia génu priamo zavisla na podmienkach prostredia v laboratoériu. Z tychto dévodov su fenotypové
metody nespol'ahlivé pre identifikaciu bakterialnych kultir ¢i uz na druhovej alebo rodovej tirovni.[30]

2.10.1.1 Morfologické metody

Pozorovanie morfologickych vlastnosti bunieck pod mikroskopom je prvotnym nastrojom uréenia
rodu a Cistoty probiotickej kultury podla tvaru, vel’kosti a usporiadania jednotlivych baktérii. Pre lepSie
rozliSenie buniek sa vyuzivaju metddy farbenia endospoér, kapsil alebo farbenie Gramovym ¢inidlom.

Principom Gramovho farbenia je interakcie bunkovej steny s farbiacim roztokom, podla ¢oho
mbzeme baktérie rozdelit” do gram pozitivnej (G*) a gram negativnej (G7) skupiny. Tvarovo su LAB
vel'mi rozmanité, mézu byt gulaté (koky) alebo predizené v tvare ty¢iniek (bacily).[31]

2.10.1.2 Biochemické a fyziologické metody

Biochemické metody identifikacie sa sustred’uju na metabolické pochody baktérii vyuzitim
Specifickych médii, zivin (sacharidovych substratov) alebo rastovych podmienok (teplota, pH,
pritomnost” O,). Biochemicky profil danej baktérie umozni jej identifikacii a charakterizacii na urovni
rodu aj druhu.

V sucasnosti sa vyuZzivaju miniaturizované testovacie supravy vo forme jednorazovych pruzkov. Ich
vyhodou je najmaé rychlost’, jednoducha a I'ahka obsluha a vSestrannost’.

Dalsou analyzou tohto typu s presnymi vysledkami ja analyza metylesterov mastnych kyselin
(FAME). Mastn¢ kyseliny su hlavnou zlozkou lipidov a lipopolysacharidov, ktoré¢ tvoria mnohé
bunkové Struktury. Velka variabilita v §truktire, v diZke retazca, v poziciach nasobnych vizieb
a substitu¢nych skupin tychto zloziek je zarukou spol'ahlivej identifikacie baktérii. Tato metdda sa vSak
neodporica na identifikaciu laktobacilov, u ktorych presné vysledky preukazané neboli.[31,32]
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2.10.2 Genotypové metody

V poslednych rokoch bolo vyvinutych niekol’ko technik zaloZenych na molekularnej diagnostike
DNA alebo RNA obsiahnutych v bunke organizmu. Vd’aka nim je mozné spolahlivo rozli§it kmene
baktérii s podobnym fenotypom. Technika polymerazovej retazovej reakcie (PCR) bola vyvinuta v 80.
rokoch Kary Mullisom a do dnes sa povazuje za zakladny nastroj molekulamnej biologie. Tejto technike
je venovana cela kapitola 2.12.[33]

2.11 Izolacia nukleovych kyselin
2.11.1 Izolacia DNA

Izolacia DNA je zakladnym procesom a krokom analyza¢nych metdd molekulamnej bioldgie. Za
ucelom optimalizacie oddelenia DNA z komplexnych biologickych vzoriek boli vyvinuté mnohé
postupy. Ich vyber zavisi od technického vybavenia laboratoria, ¢asového obmedzenia, pouzitého
izolacného materialu a ziskaného vytazku.

Vsetky postupy izolacie zahfiaji lyzu buniek, denaturaciu nukleoproteinového komplexu,
inaktivaciu nukleaz a finalnu precipitaciu DNA (vid. Obr.4). Bunkova lyzu je mozné vyvolat
detergentami, ktor¢ rozpustaju bunkovi membranu (napr. SDS), alebo enzymami na Stiepenie
glykoproteinov a inaktivaciu deoxyribonukleaz, aby vysledny vytazok nebol znehodnoteny. Nasledna
precipitacia DNA z roztoku sa uskutocriuje pridavkom vysokej koncentracie soli (napr. octan aménny)
za pritomnosti rozpustadiel (napr. 70-80% etanol alebo 40-50% izopropanol). Ziskana DNA je nakoniec
podl’a potrebnej doby uskladnenia rozpustena vo vode alebo v prufri (napr. TE).

DNA mozno izolovat’ viacerymi spdsobmi:

A) Priprava a pouzitie hrubého lyzdtu — lyza buniek prebehne pri vysokej teplote (90°C pocas 20
minut) alebo sa uskutocni pomocou enzymu proteinaza K. DNA lyzat méze byt okamZzite
pouzity v d’alSich procesoch.

B) Vysolovacie metody — najprv je pripraveny hruby lyzat, ktory sa nasledne vysoluje. Pocas
vysolovania sa proteiny a d’alSie kontaminanty precipituju pri vysokej koncentracii soli (napr.
octan draselny, octan amonny). Nasledne je roztok centrifugovany a alkoholovou precipitaciou
sa z neho ziska DNA.

C) Organickd extrakcia — zbunkového lyzatu su kontaminanty odstranen¢ organickymi
rozpustadlami. Bunky su lyzované detergentami a nasledne sa roztok zmiesa so zmesou fenolu,
chloroformu a izoamylalkoholu. Potom je zmes centrifugovana , ¢im sa ziskaji dve oddelené
vrstvy — organicka faza s kontaminantmi a vodna faza s DNA. Z vodnej faze sa DNA izoluje
najcastejsie alkoholovou precipitaciou.

D) Centrifugdacia v gradiente chloridu cézneho — postupom je mozné ziskat’ vysoko kvalitnu
genomovu DNA. Tato metoda je vSak velmi ¢asovo narocna, pracna, draha a v rutinnych
analyzach sa nevyuziva. Roztok DNA je po alkoholovej precipitacii zmieSany s chloridom
céznym a etidiumbromidom, a nasledne je nickol'ko hodin ultracentrifugovany. Ziskana DNA
sa extrahuje izopropanolom, aby sa etidiumbromid odstranil. Nakoniec sa DNA precipituje
etanolom.

E) Minikolonova (kolonkova) purifikdcia — pri tomto postupe je vyuzita schopnost” materialu v
kolonke adsorbovat’ DNA za urcitej pH a koncentracii soli. Po lyze buniek nasleduje adsorpcia
DNA na matricu minikolonky, ktoré mozno centrifugovat. Po centrifugacii sa nukleova
kyselina premyje, aby sa odstranili pritomné kontaminanty a nakoniec sa uskutocni uvolnenie
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DNA. Ako naplne do koloniek sa najcastejSie vyuzivaju kremicitanové (silika) matrice alebo
magnetické gul’'6¢ky pokryté materialom viazucim DNA (polyméry, silika, hydroxyapatit).[53]

. lzolacia genomovej DNA
priprava - . .
vzorky bunkova ljza  odstrénenie oo py, TEYrEtaC

proteinov DNA

m - - ‘
priprava

vzorky vazba DNA  premytie elicia DNA

V-g-g-7

Obr.4 Postup izolacie DNA s vyuZitim dudlneho systému.[43]

Purifikacia DNA

2.11.2 Izolacia RNA

Izolacia vysokokvalitnej RNA je vel'mi komplikovanym procesom, preto je potrebné dodrziavat

presné pracovné postupy. Okrem dokladného vyberu optimalnej metddy, je potrebné dohliadat’ aj na
opatrnu manipulaciu so vzorkami, z ktorych bude RNA izolovana, a na désledné uskladnenie ziskan¢ho

produktu. Pocas izolacia RNA su v roztoku pritomné inhibitory ribonukleaz, aby sa zabranilo degradacii
RNA (napr. guanidinové soli, SDS, chemikalie obsahujiice fenol). Este pred vlastnou izolaciou je vel'mi

dolezité sterilizovat’ vSetky pomocky, ktoré budu v kontakte so vzorkou. Vzorka vybrana na izolaciu
RNA sa pred spracovanim udrziava v tekutom dusiku, v suchom TI'ade alebo je vlozena do Specialnych
stabiliza¢nych roztokov.

Existuje nickol’ko spésobov ako mozno RNA izolovat™:

A) Organickd extrakcnd metoda — Standardna metoda. Najprv je potrebné vzorku homogenizovat’

B)

vo fenolovom roztoku a centrifugovat’. Pocas centrifugovania sa oddelia tri vrstvy: spodna
organicka faza, stredna faza s denaturovanymi proteinmi a gendémovou DNA, a vrchna vodna
faza s RNA. Z odobratej vrchnej faze sa RNA vyzraza alkoholom a rehydratuje.

Minikolonova filtracna metoda — v kolonkach su vloZzené membrany zo sklenych vlakien, silika
alebo iontomeni¢ové membrany. Vzorka sa lyzuje vroztoku pufru s ribonukleazovymi
inhibitormi. Pocas centrifugovania prechadza lyzat cez membrany, na ktorych sa zachytavaji
nukleové kyseliny, a nasledne je nickolkokrat premyvany. Vysledna RNA sa potom ziska
eluciou vhodnym eluénym cinidlom a d’al§im centrifugovanim do novej skumavky.

C) Metoda vyuzivajuca magnetické partikuly — partikuly su zlozené z paramagnetického vnutra,

ktor¢ je obklopené obalom modifikovanym na naviazanie RNA. Po lyze sa vzorka zmiesa
s magnetickymi partikulami, aby sa RNA naviazala na ich povrch. Pomocou externého
magnetické pola je mozné partikuly odchytit, previezt' ich do premyvacieho roztoku
a rozsuspendovat. Na zaver je RNA uvolnena do elu¢ného c¢inidla a magnetické partikuly s
odstraneng.
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D) Priama lyza — pri tomto postupe su pouzité tzv. lyza¢né roztoky, ktoré lyzuju bunky a zaroven

aj stabiluzuja nukleové kyseliny. Ziskani RNA je mozné okamzite pouzit’ na d’alSiu analyzu.

Izolovani RNA je nutné kvantifikovat., RNA mozno skladovat’ rozsuspendovanu v $pecialnych
roztokoch bez ribonukleaz, aby nedoslo k jej poskodeniu. Idealne skladovanie je pri teplote 80°C

v alikvotnych mnozstvach uréenych na jedno pouzitie.[42]

2.12 Polymerazova ret’azova reakcia

PCR je pomermne jednoducha enzymova technika, pomocou ktorej je mozné rychlo syntetizovat’

vel'ké mnozstvo potrebného tiseku DNA opakovanim teplotnych cyklov in vitro. Cela technika bola

inSpirovana prirodzenym replikaénym systémom DNA. Metoda je vyuzitelna pre rozne genetické
sekvencie (DNA, RNA), dokaze detegovat’ pritomnost’ akéhokol'vek MO aj vo vel'mi malom mnoZstve
a je pomerne rychla.[33]

2.12.1 Zlozky PCR

Reak¢na zmes pre PCR sa sklada z niekol’kych komponentov:
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Templat (matrica) DNA — vzorka DNA | ktora obsahuje cielenti sekvenciu. Na zaciatku je
dvojzavitnica molekuly DNA vystavena vysokej teplote, ¢o zapricini oddelenie jednotlivych
vlakien. Primery nasadnu na cielené miesta a vyclenia tak prepisovany usek. Nasledne je podl'a
principu komplementarity syntetizovany novy retazec DNA.

DNA-polymerdza — enzym, ktory syntetizuje nové vlakno DNA komplementame k matrici.
Najbeznejsie pouzivanymi enzymami si Tag-DNA-polymeraza (termostabilna polymeraza)
alebo Pfu-DNA-polymeraza (polymeraza z Pyrococcus furiosus). Prili§ vel'ké mnozstvo
pridanej polymerazy méze mat’ za nasledok produkciu nespecifickych produktov PCR, ¢im sa
vyrazne znizuje vytazok cielového fragmentu.

Primery —kratke synteticky pripravené useky jednovlaknovej DNA komplementarne s cielenou
sekvenciou; vymedzuju usek na template DNA, ktory bude prepisovany. Primery by nemali byt
medzi sebou komplementame, pretoze hrozi riziko vzniku dimérov, najma pri ich nadbytku.
Nukleotidy (ANTP a deoxynukleotidtrifosfaty : dATP, dCTP, dGTP a dTTP) — jednotlivé zlozky
baz A, T, G a C. ktor¢ su stavebnymi komponentami novych retazcov.

Mg** (resp. MgCl,) — iény esencidlne pre aktivitu DNA-polymerazy. Ich koncentraciu je
potrebné optimalizovat’ podl'a konkrétneho mnozstva primerov a DNA matrice.

Tlmivy roztok (pufor) — ovplyviiuje vysledky polymerazovej retazovej reakcie, zvySuje
Specifickost’ a vytazok amplifikacie.[38]



2.12.2 Zakladny princip PCR

Podstatou PCR je cyklicky opakujuca sa syntéza novych fragmentov DNA za pouZitia enzymu DNA -
polymeraza v smere 5'— 3 (vid’. Obr.5). Dvojretazcova DNA vo vzorke je denaturovana zahriatim na
90-95°C. Nasledne sa vzorka ochladi na 40-60°C, aby do$lo k pripojeniu (zihanie) primerov na
$pecifické useky jednovlaknovej DNA, ktoré vymedzia replikadné fragmenty. Dal§im zahriatim na 70-
75°C je iniciovana syntéza novych retazcov DNA-polymerazou, ktora spaja nukleotidy v reakénej
zmesi v presnom poradi podl'a komplementarity k DNA matrici (elongacia).
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Obr.5 Priebeh polymeradzovej retazovej reakcie.[37]

Pouzitie tepelne odolnej Tag-DNA-polymerazy umozni opakovanie syntézy formou cyklov pricom
polymeraza nebude zvySenim teploty zniena. Neustalym opakovanim troch zakladnych krokov
(denaturacia, nasadanie primerov a syntéza retazca) sa ziskaju produkty PCR — amplikony DNA.
Pristroj, ktory umozni presné naprogramovanie priebehu tepelnych blokov pre jednotlivé kroky PCR sa
nazyva termocyklér.[38,39]

2.12.3 Detekcia a analyza PCR produktu

Amplifikacny produkt PCR pozostava z nickolkych fragmentov DNA. Detekcia a analyza tychto
produktov sa uskutocni jednoduchou metddou elektroforézy na agarézovom alebo na akrylamidovom
géle. Vizualizacia produktu PCR mézZe prebieha farbenim amplikonov DNA pomocou etidiumbromidu.
Dalsim variantom ako vizualizovat produkty, je oznadenie PCR primerov alebo nukleotidov v reakéne;
zmesi fluorescenénymi interkalacnymi farbivami (fluorofory) este pred zacatim amplifikacie, ¢im sa
farbivo zabuduje priamo do amplifikacného produktu.

Pocas elektroforézy sa jednotlivé fragmenty separuju podla svojej velkosti a naboja. Produkty PCR
su viditeIné pod UV svetlom ako fluorescenéné ruzové pasy alebo skvrny na agarézovom géle
zafarbenom v roztoku etidiumbromidu (vid. Obr.6). V automatizovanych systémoch sa pouziva
analyzator fragmentov zalozeny na principe kapilamej elektroforézy. Detekcia v tomto pristroji sa
vykonava laserovou didédou. Avsak tato metddu je mozné pouzit’ len u PCR s primermi naviazanymi na
fluérchromy.[40,41]
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Obr.6 Vizualizacia produktov PCR na agarézovom géle.[50]

2.12.4 Modifikacie PCR

V poslednych rokoch boli vyvinuté nové modifikacie a varianty zalozen¢ na PCR, ktoré¢ pomohli
zvy$it vykonnost a Specifickost’.

2.12.4.1 Multiplex PCR

Multiplex PCR alebo aj mnohonasobna PCR umoziiuje amplifikovat” sucasne niekol’ko sekvencii
naraz, pretoze sa do reakénej zmesi pridava vac¢si poéet primerov rozoznavajucich potrebné sekvencie.
Velkou vyhodou tejto metddy je identifikacia viacerych MO vo vzorke pocas jednej reakcie, ¢im sa
znizuju naklady aj ¢asova narocCnost. Pritomnost’ viac ako jedného paru primerov vSak zvysuje
pravdepodobnost’ ziskania falosnych produktov amplifikacie, co méze vysledky skreslit’. Preto je nutné
pripravit’ spravne primery podla pozadovane Specifickej sekvencie DNA a metodu Standardizovat
vykonanim viacerych pokusov.[34]

2.12.4.2 Nested PCR

Nested PCR, resp. vnorena PCR, je modifikaciou, ktora zvySuje citlivost’ a Specifickost
polymerazovej reakcie. V metode st pouzité dve sady primerov v dvoch po sebe nasledujucich PCR
reakciach. Prva sada amplifikuje pozadovanu sekvenciu. Tieto amplikony su nasledne pouzité ako
templat pre druha sadu primerov a d’al§iu amplifikaciu. Potencialnym problémom mo6zu byt falosne
ziskané produkty z nespecifickych sekvencii.[35]
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2.12.4.3 PCR s reverznou transkriptazou

Na amplifikaciu cielovej sekvencie vo forme RNA sa vyuziva metéda PCR s pouzitim enzymu
reverzna transkriptaza. Templat RNA je prave tymto enzymom prevedeny na komplementarnu cDNA,
ktora je predlohou v d’alsej amplifikacii klasickou PCR. Metoda méze kombinovat obe reakcie do jedne;j
skamavky alebo sa syntetizovana cDNA prenesiec na PCR do d’alsej skimavky. Jednokrokova reakcia
je vhodnejsia pre skriningy, dvojkrokova dokaze detegovat’ nickolko informacii zjednej vzorky
RNA.[36]

2.12.4.4 Semikvantitativna PCR

Technika semikvantitativnej PCR umoziuje aproximaciu mnozstva amplifikaénej cDNA vo vzorke
k Standardizovanym hodnotam. Amplifika¢ny produkt zafarbeny etidiumbromidom sa segreguje
elektroforézou na agarézovom géle. Nakoniec je vypocitana opticka hustota vzorky pomocou
hustomeru. Problémom je vznik neSpecifickych hybridizacii, preto sa vykonava kontrola Specifickosti
pomocou Specialnych hybridizaénych sond.[33]

2.12.4.5 Real-time PCR

PCR v realnom case (RT-PCR) alebo kvantitativna PCR (qPCR) je metdda, ktora monitoruje
vzniknuté¢ amplikony cDNA v realnom case sledovanim fluorescencie. Vyhodami tejto metody su
rychlost” ziskania vysledku, zniZenie rizika kontaminacie, jednoduchost’ techniky, moznost™ detekcie
mikroorganizmov v niekol’kych vzorkach naraz a presnost’ rozliSenia pribuznych kmenov.

K detekcii ¢cDNA sa vyuzivaji fluorescenéné detekéné systémy s interkalacnou latkou alebo
s fluéroforovymi sondami. Pocas amplifikacie sa interkala¢né latky alebo fludérchromy naviazu na
vznikajucu cDNA, ¢im sa podmieni emitacia ziarenia smerom k detektoru. Kazdym cyklom sa navysSuje
mnozstvo amplifikacnej cDNA, atym sa zvySuje aj hladina fluorescencie. Interkala¢né latky vSak
vykazuju nizku $pecifickost’, pretoze viazu sa aj na iné produkty alebo diméry primerov. Nespecifickost’
mozno minimalizovat’” starostlivym vyberom primerov a pouZitim optimalnym podmienok PCR.
K detekceii hybridizacnymi sondami sa najcastejSie vyuzivaju hydrolyzacné alebo molekularne sondy.
Pouzitie sond umoziuje identifikaciu polymorfizmov a mutacii, avSak st velmi zlozité
a nakladné.[30,33
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Obr.7 Amplifikacna krivka priebehu PCR..[47]

Graficky priebeh qPCR znazomiuje amplifikacnd krivka (vid. Obr.7), ktora opisuje zavislost
detegovanej fluorescencie na konkrétnom cykle. Amplifikacna krivka sa sklada z niekol’kych faz:

1) Baseline faza (resp. faza pozadia) — pociatocna koncentracia templatu je nizka, preto je nizka
aj intenzita fluorescencie.

2) Exponencialna fiza — po dosiahnuti detekéného prahu (Cervena Ciara) sa zacne amplifikacia,
pocet amplikonov sa zdvojnasobuje, ¢im rastie aj mnozstvo vznikajicej fluorescencie.

3) Linedrna faza — koncentracia templatu sa zvySuje, avSak zlozky reakcie sa spotrebiivaji, a tak
reakcia sa spomaluje.

4) Plato faza — vsetky primery a nukleotidy boli uz spotrebované, ¢im mnozstvo amplikoénu uz
nerastie a reakcia dosiahla maximalneho vytazku.

Jednotlivé reakcie prebichaju v cykle, kde intenzita fluorescencie najprv narastd nad prahovi
hodnotu Cg (niekedy aj Ct). Korelaciou vznikajucej fluorescencie, hodnoty Cg a mnozstva
amplifikaéného produktu mozno kvantifikovat’ vytazok PCR.[46]

2.12.5 Inhibitory PCR

Metoda PCR je zaloZena na enzymatickych reakciach. Z tohto dévodu je vel'mi citliva na pritomnost’
inhibitorov pochadzajicich z povodnej vzorky alebo vnesenych do vzorky po¢as manipulacie a pripravy
na PCR. K inhibitorom patria organické aj anorganické zluceniny, tuhé alebo rozpustené, ktoré sa
vyskytuju v réznych biologickych materialoch, vzorkach Zivotného prostredia alebo potravinach (vid’.
Tab.2).

PCR moézZe byt ovplyvnena hned’ niekolkymi inhibiénymi mechanizmami: inhibitory DNA-
polymerazy pdsobia na enzym priamo jeho degradaciou alebo nepriamo chelaticiou Mg?* idnov;
nukleotidov¢ inhibitory alebo inhibitory nukleovych kyselin blokuju amplifikaciu vdzbou na DNA alebo
ju znicia; a inhibitory fluorescencie ovplyviiuju detekciu amplikoénov tvorbou zrazenim, ktoré blokuji
fluorescenciu, alebo interaguju s fluoroformi.
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Daliu kategériu inhibitorov mozno definovat’ v pripade, ze¢ pri PCR su pouzité celé bunky —
inhibitory bunkovej lyzy. Désledkom inhibicie st falosne negativne vysledky.[44,45]

Tab.2: Inhibitory PCR v roznych matriciach.[upravené podla 44,45]

Matrica Inhibitor
Bobule Fenoly, polysacharidy
Rastliny Pektin, polyfenoly, polysacharidy, xylan
Syr, mlieko Proteazy (plazmin), iény vapnika
Morské plody, lasturniky, ustrice Glykogén, polysacharidy
Ludské vzorky (kosti, krv, vlasy, Kolagén, hemoglobin, laktoferin, melanin,
koza) IgG
Stolica Polysacharidy, kyseliny fytova, zI¢ové soli
N Fenoly, kyselina fulmova, kyselina trieslova,
Péda S
huminové zlozky

2.12.6 Vyhody PCR

*  Vysoka Specifickost’ — umoziuje identifikaciu pribuznych kmeriov, ¢o je vyhodou najméi
u laktobacilov.

= Rychlost’ — generuje miliardu kopii za menej ako 3 hodiny.

»  Vysoka citlivost’ — analyza aj vel'mi malej vzorky.

= Siroka $kala vyuzitia — umoziuje detekciu DNA ako aj RNA, od MO az po rastlinnu a Zivo&ignu
risu.

= Relativne I'ahko vykonateI'na technika.[41]

2.12.7 Nevyhody PCR

= Cena - v porovnani s konven¢nymi technikami je nakladna.

»  Vyzaduje vel'kd mieru zruénosti a odbornych znalosti.

= Tvorba falosnych pozitivnych vysledkov — farbiva sa viazu aj na nespecifické PCR produkty
alebo na primery, ak su v nadbytku.

*  Mozna kontaminacia pri manipulacii

»  Vyzaduje znalosti z bioinformatiky — je potrebné navrhnut’ vhodné primery komplementarne
pre vybrané restrikéné miesta.

= Narabanie so §kodlivymi chemikaliami — najmé farbiva (etidiumbromid alebo fluérochrémy)
a UV svetlo, ktor¢ su karcinogénne.[41]

2.12.8 Aplikacia PCR v praxi

PCR metoda ma vel'mi Siroké vyuzitie. Vo forenznej vede je dolezitym nastrojom pri profilovani
odtlackov prstov a identifikacii neznamej osoby prostrednictvom DNA.

V oblasti mediciny a diagnostiky sluzi na zistenic pravdepodobnosti genetickych ochoreni
prenasanych zrodi¢ov na potomkov. Ochorenie méze byt zistené uz pocas prenatalneho vyvinu
amniocentickym vysetrenim, kedy sa odoberu bunky plodu cirkulujice v krvi matky a vysetruje sa
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moznost” mutacii v embryu. Z dévodu vySetrenia bezpecnosti darovanej krvi boli vyvinuté PCR testy
umoziujuce detekciu virusu HIV uz v pociatoénom §tadiu alebo pritomnost’ bakterialnej kontaminacie
v krvi.

PCR testy sprostredkuvaji detekciu zivych aj mrtvych MO, pripadne aj ich rezistenciu na antibiotika,
pocas tuberkuldzy a pomahaju stanovit’ ucinky terapie.[41]
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4 CIEL PRACE

Cielom teoretickej cCasti prace bolo spracovat’ dostupné poznatky o vybranych druhoch
probiotickych baktérii, ich vyuziti a vyskyte vo fermentovanych potravinovych vyrobkoch, a sposobe
identifikacie takychto druhov baktérii v potravinach.

Experimentalna Cast’ je zamerana na detekciu pritomnosti probiotik vo fermentovanych rastlinnych
matriciach, konkrétne v kvasenej kapuste. Pre porovnanie som sa pokusila sama pripravit’ kvasenu
kapustu v domacich podmienkach a porovnat’ mnozstvo baktérii v nej so zakupenou kvasenou kapustou.
V ramci experimentalnej Casti boli zvladnuté nasledovné protokoly:

»  Priprava domacej kvasenej kapusty.

*  Priprava hrubého lyzatu.

»  Fenol-chloroformova izolacia bakterialnej DNA s etanolovou precipitaciou.

» Izolacia bakterialnej DNA komercnym kolonkovym kitom.

= Kvantifikacia izolovanej DNA, kontrola kvality a Cistoty DNA spektrofotometrickym
meranim.

»  Diagnostika bakterialnej DNA metddou PCR S$pecifickou pre doménu Bacteria a pre rod
Lactobacillus, nasledna vizualizacia vysledkov na agarozovom géle.
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5 EXPERIMENTALNA CAST

Vietky

postupy pouzitych metdd v experimentalnej Gasti boli prevedené podla skript Spanova

a Rittich (2010).[51]
5.1 Material

5.1.1 Vzorka testovaného potravinového produktu s obsahom probiotickych baktérii

»  Domdca kvasend kapusta

1y

2)
3)

4)
5)

»  Komercne dostupnd kvasend kapusta

Ingrediencie:

Cerstva kapusta 15 kg
Sol' 750 g

Rasca20 g

Chren 100 g

Nov¢ korenie 20 g

Cierne korenic 20 g
Bobkovy list 4ks

Postup pripravy:

Kapusta bola nastruhana a natlacena do Ccistej hlinenej nadoby uréenej priamo na
fermentaciu s objemom 17 1.

Kazda vrstva (asi po 8 cm) bola posypana solou.

Kapusta sa takto vrstvila az do naplnenia nadoby. Bolo potrebné kapustu poriadne utlacit’
aby sa odstranil vSetok vzduch.

Nakoniec bolo pridan¢ korenie, rasca, bobkovy list a kisok chrenu veelku.

Takto nalozena kapusta bola zataZzena a ponechana pri izbovej teplote 4 — 5 tyzdriov, aby
sfermentovala. Pocas fermentacie bola odoberana prebytoc¢na stava.

Kysané zeli ve slaném nalevu
Vyrobea: Lidl Ceska republika v.o.s., Narozni 1359/11,
CZ-158 00 Praha 5

Zlozenie: kysla kapusta (hlavkova kapusta biela, jedla
sol), slany nalev (pitna voda, jedla sol,
konzervant: sorban draselny; antioxidant: kyselina L-askorbova).

Datum spotreby: 17.09.2021

5.1.2 Kmene baktérii pre pozitivne kontroly

Pre kontrolné vzorky bola veducim bakalarskej prace Mgr. Janom Smetanom, Ph.D. poskytnuta
bakterialna kultura Lactobacillus plantarum.
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5.1.3 Chemikalie
Potrebné roztoky a média boli pripravené z nasledujucich chemikalii:

»  Agardza FastGene (NIPPON Genetics EUROPE, Nemecko)

= BB pufor (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

= CBH pufor (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
» Destilovana voda (FCH VUT, Bmo, CR)

= DNA standard (FastGene 1Kb DNA Ladder plus, NIPPON, Genetics EUROPE, Nemecko)
= DNA standard 100 bp Malamité (Moravské Prusy, CR)

=  DLB pufor (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
=  DW pufor (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
= EB pufor (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)

» EIiDNA PS Green (ELISABETH PHARMACON, Bmo, CR)

= EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

* Etanol (Penta, Chrudim, CR)

=  Fenol (Lachema, Brno, CR)

= Hydroxid sodny (Lachema, Brno, CR)

= Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

= Kyselina chlorovodikova (Lachema, Bmo, CR)

» Lyzozym (Serva, Heidelberg, SRN)

= Octan sodny (Lachema, Bmo, CR)

*  Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

= SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

= Tris-baza (Serva, Heidelberg, SRN)

= Yellow load PCR Loading Buffer (Top-Bio, Praha, CR)

= Zmes chloroform-izoamylalkohol (CIZ) (Lachema Brno, CR)

5.1.4 Roztoky

5.1.4.1 Roztoky pre pripravu hrubych lyzdtov bakteridalnych buniek
= 05MEDTA (pH 8,0)

186,1 g EDTA bolo rozpustené¢ v 800 ml destilovanej vody za staleho mieSania na magneticke;j
micSacke. Nasledne sa postupne pridavalo NaOH pre upravu pH na hodnotu 8,0. Roztok bol
doplneny destilovanou vodou na 1 1 a sterilizovany v autoklave na 20 minut pri 121 °C.

= | MTris-HCI (pH 7,8)

121,1 g Tris-baze bolo rozpustené¢ v 800 ml destilovanej vody a pH roztoku bolo upravené
koncentrovanou HCI na hodnotu 7.8. Roztok bol doplneny destilovanou vodou na 11 a sterilizovany
20 minut pri 121 °C.

= 20% SDS

20 g tuhého SDS bolo za staleho miesania rozpustené v 80 ml destilovanej vody. Roztok bol
okamzite zahriaty na hodnotu 68 °C. pH roztoku bolo upravené na hodnotu 7,0 koncentrovanou HCI
adoplneny na objem 100 ml destilovanou vodou. Nasledne bol rozdeleny do alikvotov
a uchovavany pri laboratornej teplote.
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" [Lyzacny roztok A

Bolo zmiesané 10 mM Tris-HCI (pH 7,8), 0,5 ml 1 M EDTA (pH 8,0) a roztok bol doplneny na
100 ml destilovanou vodou.

s Lyzacny roztok B

ZmieSané 10 mM Tris-HCl (pH 7,8), 0,5 1 M EDTA (pH 8,0) alyzozymu na vyslednu
koncentraciu 3,0 mg/ml.

»  Proteindza K (10 mg/ml; 100 ug/ml):

10 mg proteinazy K bolo rozpustené v 1 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok bol nasledne
zriedeny na koncentraciu 100 ug/ml, prevedeny do alikvotov a uchovavany pri -20 °C.

5.1.4.2 Roztoky pre izolaciu bakteridalnej DNA

= Fenol (pH 7,8)

Nasyteny roztok fenolu upraveny na pH 7.8 v TE pufre. Fenol bol rozdeleny do alikvotov
a uchovavany pri -20 °C.

»  Octan sodny (3M)

40,81 g trihydratu octanu sodného bolo rozpustené v 80 ml destilovanej vody. pH upravena na
5,2. Roztok bol doplneny na 100 ml a sterilizovany 20 minat pri 121 °C, nasledne rozdeleny do
alikvotov a uchovavany pri 4 °C.

= TE pufor

ZmieSany 1 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a sterilna destilovana voda
doplnena na 100 ml. Roztok bol sterilne rozdeleny do alikvotov a uchovany pri —20 °C.

5.1.4.3 Roztoky pre agarozovu gélovi elektroforézu
* 0,5 x TBE pufor

54 g Tris-baze bolo zmiesané s 27,5 g kyseliny boritej a rozpustené v 600 ml destilovanej vody,
nasledne bolo pridané 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok bol doplneny na 1 1. Pred pouzitim bol
roztok 10x zriedeny destilovanou vodou.

v Agarozovy gél

1.2 g agardzy bolo rozpustené v 100 ml 0,5 x TBE pufru. Po vychladnuti bolo do roztoku
primiesanych 5 pl farbiva EiDNA PS Green (ELISABETH PHARMACON, spol. s.r.0., Bmo,CR).

®  NandSact pufor
5 ul farbiva Yellow load PCR Loading Buffer (Top-Bio, Praha, CR) bolo zmiesané s 15 ul
analyzovanej vzorky.
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5.1.5 Komponenty PCR
*  Primery Specifické pre doménu Bacteria (F_eub, R_eub) (GENERI BIOTECH s.r.0., Hradec
Kralové)
* Primery Specifické pre rod Lactobacillus (F_allact, R_allact) (GENERI BIOTECH s.r.o.,
Hradec Kralové)
= gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)
= Voda pre PCR (Top-Bio, Praha, CR)

5.1.6 Pomaocky a pristroje
= 2ml zberné¢ skumavky (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
= Centrifiiga mini Spin (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
»  Eppendorfove skumavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
= Exikator typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)
= Detekény systém pre vizualizaciu gélu (Azure biosystems C200, Dublin, Irsko)
* Laboratorne vahy OHAUS SCOUT SKX622 (USA)
* Laminarny box AURA MINI (EUROCLONE, Taliansko)
»  Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Var$ava, Pol'sko)
»  Mikrovinna rura PROLINE SM117
®  Mini kolonky (Bacterial DNA Kit, OMNI INTERNATIONAL, USA)
*  Minicentrifuiga SPECTRAFUGE MINI
= NanoDrop 2000c UV-VIS spektofotometer (Thermo Scientific, USA)
= Termocyklér GeneQ (BIOER)
»  Thermo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, Lotyssko)
= Zariadenie pre elektroforézu Owl EasyCast, model B1(Thermo Scientific, USA)
»  Zdroj napitia pre elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International, Woodbridge, USA)
= Bezné laboratorne sklo a iné umelohmotné pomocky
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5.2 Metédy

5.21
5.2.1.1

5.2.1.2

5.2.1.3

5.2.2

5.2.2.1
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Izolacia bakterialnej DNA z kvasenej kapusty fenolovou extrakciou
Priprava hrubého lyzdatu bakteridalnych buniek

Bol odobrany 1,5 ml §tavy z kvasenej kapusty do 1,5 ml Eppendorfovych skamaviek.

Vzorky boli centrifugované pri 13 400 ot/min po dobu 5 minnt.

Supernatant bol zliaty a sediment sa nechal dobre odkvapkat’.

K sedimentu bol pridany 1 ml lyzacného roztoku A; zmes bola dostatocne premiesana .
Suspenzia bola opat’ centrifugovana pri 13 400 ot/min po dobu 5 minut.

K sedimentu bolo pridan¢ 500 ul lyza¢ného roztoku B, zmes bola dobre premiesana
a inkubovana 30 minut pri laboratornej teplote za obCasného premiesania.

K suspenzii bolo pridané 12,5 pl 20% SDS a5 ul proteinazy K (100 pl/ml), zmes bola
premiesana a inkubovana pri 55 °C po dobu 1 hod.

Fenolova extrakcia bakteridalnej DNA

K 500 ul lyzatu buniek bol pridany rovnaky objem fenolu (predestilovaného, pH upravené na
hodnotu 7,8) a zmes bola kyvavym pohybom premiesavana presne po dobu 4 min.

Zmes bola centrifugovana pri 13 400 ot/min po dobu 5 minut.

Pomocou $picky bola opatrme odobrata vodna faza s DNA do Cistej Eppendorfovej skamavky.

Vodna faza bola doplnena TE pufrom na 500 pl, nasledne bolo pridané 700 pl zmesi CIZ a zmes
bola kyvavym pohybom premiesavana presne 4 min.

Zmes sa centrifugovala pri 13 400 ot/min po dobu 5 min.

Vrchna vodna faza s DNA bola odobrata do ¢istej Eppendorfovej skiumavky.

Zrazanie DNA etanolom

K vzorke bola pridana 1/20 objemu 3M octanu sodného (20 pl) a zmes bola premiesana.
Nasledne bol pridany 1 ml 96% etanolu vychladeného na -20 °C a zmes bola opiat’ premiesana.
DNA bola zrazana pri -20 °C po dobu 30 minit.

Zmes bola centrifugovana pri 13 400 ot/min po dobu 15 minit.

Sediment DNA bol vysuSeny v exikatore (asi 15 minut).

DNA bola rozpustena v 200 ul TE pufru .

Takto pripravena DNA bola d’alej pouzita v gélovej elektroforéze a pri spektrofotometrickom
stanoveni.

Izolacia bakterialnej DNA z kvasenej kapusty pomocou komercného kolonkového
kitu OMNI Bacterial DNA Kit

Izolacia kolonkovym kitom OMNI Bacterial DNA Kit

Do 1,5ml Eppendorfovej skumavky bol napipetovany 1 ml bakterialnej kultury, ktora bola
nasledne centrifugovana (4000 g/10 minut).

Jednym prevratenim skimavky bol zliaty supernatant do odpadnej nadoby.

K pelete bolo pridané 200 ul roztoku B (s obsahom lyzozymu) a peleta bola kompletne
rozsuspendovana. Roztok bol inkubovany pri 37 °C 10 minit.

Do roztoku bolo pridané 25 ul roztoku proteazy a 100 ul DLB pufru. Skimavka bola uzavreta
a dokladne premiesana.



Vzorky boli vloZené do termobloku a inkubované pri teplote 55 °C 30-60 minut. Po inkubacii
boli vzorky centrifugované pri 10 000 g/2 minuty.

Supernatant bol prepipetovany do novej sterilnej 1,5ml Eppendorfovej skumavky, tak aby
nebola narusSena peleta.

K supernatantu bolo pridané 220 ul BB pufru, skimavka bola uzavreta a premiesana. Vzorka
bola inkubovana pri 65 °C/10 minut.

Nasledne bolo pridané 220 ul 100% etanolu, skumavka bola uzavreta a dékladne premiesana.
Omni DNA Mini kolonka bola vlozena do 2ml zbernej skamavky aroztok vzorky bol
prepipetovany z 1,5ml skumavky na kolonku (vratane pripadnych zrazenin). Takto pripraveny
roztok bol centrifugovany pri 10 000g/1 minutu.

Kolonka bola prelozena na novu zbernu skumavku.

Na kolonku bolo napipetované 500 ul CBH pufru a kolonka bola centrifugovana pri 10 000 g/1
minutu.

Kolonka bola prelozena na novii zbernu skamavku a na kolonku bolo napipetované 700 Wl DW
pufru. Bolo vykonané centrifugovanie pri 10 000 g/1 minttu.

Supernatant bol odstraneny a kolonka bola vratena spdt’ na zbermu skimavku. Opét” bolo
vykonang centrifugovanie pri 10 000 g/2 minuty.

Kolonka bola prelozena do novej sterilnej 1,5ml Eppendorfovej skumavky a na kolonku bolo
napipetované 100 ul EB pufru prehriateho na 65 °C.

Vzorka bola nasledne inkubovana pri 65 °C 3-5 minut. Po inkubacii bola vzorka centrifugovana
pri 10 000 g/2 minaty.

Kolonka bola odstranena, Eppendorfova skimavka bola uzavreta a skladovana pri izbovej
teplote.

5.2.2.2 Spektrofotometrické stanovenie koncentrdcie a Cistoty izolovanej DNA

Meranie prebiehalo na spektrofotometre NanoDrop .

Najprv bol premerany TE pufor (3 ul) na nastavenie pristroja.

Nasledne boli premerané vzorky izolovanej DNA (3 pl).

Z pristroja bola od¢itana hodnota Axs/Azso vyjadrujuca Cistotu DNA a koncentracia vzorky
DNA.

Agarozova gélova elektroforéza izolovanej genomovej DNA

Bol pripraveny 0,8% agardzovy gél (0,8 g agardzy, 100 ml 0,5x TBE pufiu).

Suspenzia bola niekol’kokrat rozvarena v mikrovlnnej rure.

Po vychladnuti bola do suspenzie pridana farbicka PS Green.

Suspenzia bola naliata do elektroforetickej vanicky s hrebienkom a nechala sa 30 minat tuhnut’.
Z tuh¢ho gélu bol vybraty hrebienok.

V malych Eppendorfovych skiimavkach bolo zmiesané 15 pl izolovanej DNA a5 pl pufru
Yellow load.

Takto pripravené vzorky DNA boli kratko stocené na centrifiige a nasledne nanasané do jamiek
agarozového gélu. Do jednej jamky bol naneseny velkostny Standard.

Vanicka s gélom bola vlozena do elektroforetickej vane, preliata 0,5x TBE pufrom a bola
spustena elektroforéza (80V po dobu 1 hod). Po skonceni elektroforézy bol gél vybraty
a vyhodnoteny.

35



5.24

Polymerazova ret’azova reakcia (PCR) izolovanej DNA

Bola vykonana PCR S$pecificka pre doménu Bacteria apre rod Lactobacillus vzoriek
bakterialnej) DNA z komercnej a domacej kapusty, ktoré boli izolované fenolovou extrakciou
a kolonkovym kitom.

Vsetky vzorky obsahovali izolovanii DNA v koncentracii 20 ng/ul.

Komponenty pre PCR boli rozmrazené a kratko centrifugované. Master Mix (po 24 pl) bol
pripravovany v boxe vyziarenom UV svetlom podla 7ab.3 priamo do PCR skimaviek.

Do Master Mixu bola ako templat pipetovana izolovana DNA do celkového objemu 25 pl pre
doménu Bacteria a rod Lactobacillus.

Tab.3 Zlozenie zmesi pre PCR Specifickej pre doménu Bacterie a rod Lactobacillus.

Reagenty Objem ()
Bacteria Lactobacillus
gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5 12,5
Primer F (0,1 mM) 1 1
Primer R (0,1 mM) 1 1
Templatova DNA (20 ng/ul) 1 1
PCR voda (kat. ¢. P042) 9,5 9,5

Pre jednotlivé PCR boli pouzité Specifické primery pre doménu Bacteria a rod Lactobacillus
uvedené v Tab.4.

Pre kazdu PCR boli pripravené pozitivne a negativne kontroly. Negativna kontrola sluzi
k zisteniu pripadnej kontaminacie Master Mixu, pricom nig je pridana Ziadna templatova DNA.
Ako pozitivna kontrola bola pripravena DNA z kultary Lactobacillus plantarum
s koncentraciou 20 ng/ul.

Po zmiesani vSetkych zloZiek PCR bola zmes zcentrifugovana a umiestnena do termocykléru
BIOER, ktory bol naprogramovany na prislusny amplifikacny program (vid’. Tab.5).

Vysledky PCR boli vyhodnotené pomocou elektroforézy na agarézovom géle.

5.2.4.1 Primery pouZité pri PCR

Pri amplifikacii analyzovanych vzoriek boli pouzité primery Specifické pre doménu Bacteria (F_eub

a R_eub) a primery Specifické pri rod Lactobacillus. Pouzité primery st popisané a zhmuté v Tab.4.[52]

Tab.4 Primery Specifické pre jednotlivé PCR a ich charakteristika.[52]

Primer Sekvencia (5" —3’) PCR produkt
TCC TAC GGG AGG CAG CAG
] F_eub
Doména T 466 b
Bacteria R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA P
—cu ATC CTG TT
TGG ATG CCT TGG CAC TAG
F_allact
Rod GA 92 b
Lactobacillus [~ | AAATCT CCG GAT CAA AGC P
—atac TTA CTT AT
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5.2.4.2 Amplifikacny program

Amplifikacné programy izolovanej DNA $pecifické pre doménu Bacteria arod Lactobacillus boli
nastaven¢ podla Tab.5.

Tab.5 Teplomé programy pouZzité pri amplifikdcii izolovanej DNA pre doménu Bacteria a rod

Lactobacillus.
Krok Doména Bacteria Rod Lactobacillus
Teplota Cas Teplota Cas
Predizena denaturacia o . o .
1 DNA 95 °C 5 min 95 °C 5 min
2 Denaturacia DNA 95 °C 1 min 95 °C 1 min
3 Nasadanie primerov 55°C 30s 55°C 30s
4 Syntéza DNA 72 °C 30s 72 °C 30s
5 Predizena syntéza DNA 72 °C 5 min 72 °C 5 min
Pocet cyklov (2-4) 35 35

5.2.4.3 Detekcia PCR produktov pomocou agarozovej gélovej elektroforézy

Pre vyhodnotenie PCR produktov bol pripraveny 1,6% agardzovy gél (1,6 g agardzy, 100 ml
0,5x TBE pufru).

Suspenzia bola nickol'kokrat privedena k varu v mikrovlnnej rare a po vychladnuti bol do nej
pridany PS Green.

Suspenzia bola naliata do elektroforetickej vanicky s hrebienkom a nechala sa 30 minat tuhnut’.
Z tuh¢ho gélu bol vybraty hrebienok.

V PCR skumavkach bolo zmiesané 25 ul amplifikacnej DNA a 5 pl loading pufru.

Pripravené vzorky boli kratko sto¢ené na centrifige a nanasané do jamiek v agardzovom géle.
Do jednej jamky bol naneseny vel'kostny Standard, pozitivna a negativna kontrola.

Vanicka s gélom bola vlozena do elektroforetickej vane, preliata 0,5x TBE pufrom a bola
spustena elektroforéza (80V po dobu 1,5 hod). Po skonceni elektroforézy bol gél vybraty
a vyhodnoteny.
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6 VYSLEDKY
6.1 Izolacia bakterialnej DNA

Diagnostika pritomnosti baktérii mliecneho kvasenia zahfiiala analyzu a porovnanie vzoriek 2
povodov: kvasenej kapusty bezne dostupnej v obchodnych retazcoch a kvasenej kapusty pripravenej
v domacich podmienkach.

V praci boli pouzité 2 izolacné metddy bakterialnej DNA: fenolova extrakcia a kolonkovy kit. Obe
metdédy boli vykonané pre domacu aj pre kupovanu kapustu. Ziskana genomova DNA z oboch
izolacnych metod bola analyzovana spektrofotometrickym meranim, a nasledne aj agar6zovou gélovou
elektroforézou (vid’ Obr.8 a Obr.9).

6.1.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanych nukleovych
kyselin
Absorbancia izolovanej DNA z analyzovanych vzorick bola premerana spektrofotometricky na
pristroji NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) v rozmedzi vinovych dizok 230-280 nm, ako pre
fenolovu extrakciu, tak aj pre kolonkovy kit. Na zaklade vysledkov absorbancie bola stanovena
koncentracia NK v analyzovanych vzorkach aich Cistota (vid’. Tab.6 a Tab.7).

Tab.6 Spektrofotometricka analyza NK izolovanych fenolovou extrakciou z domdcej kapusty.

Vzorka Il\(li)(n(;;;li;lua A0 Asgo Az60/A2s0 Az60/A230
1 94,5 1,889 1,130 1,67 1,52
2 75,8 1,516 0,906 1,67 1,74
3 77,8 1,556 0,953 1,63 1,52
4 30,8 0,616 0,335 1,84 1,58
5 96,1 1,923 1,235 1,56 1,61
6 10,4 0,207 0,092 2,24 3,38

Tab.7 Spektrofotometricka analyza NK izolovanych fenolovou extrakciou z kupovanej kapusty.

Vzorka Il\(li)(n(;e:gr;::i;lcm A0 Asgo Az60/A2s0 Az60/A230
1 3934 7,868 4,179 1,88 1,87
2 156,5 3,131 1,714 1,83 1,82
3 417,6 8,351 4,476 1,87 1,79
4 306,8 6,137 3,190 1,92 1,87
5 4395 8,791 4,330 2,03 1,87
6 292.1 5,841 3,207 1,82 1,84
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Tab.8 Spektrofotometricka analyza NK izolovanych kolonkovym kitom z kupovanej kvasenej kapusty.

Vzorka Ilfli)(n(;egr;::i;lcm Ao Aaso Ao/ Azso Az6o/Az30
1 106,8 2,135 0,962 2,22 2,22
2 198.,4 3,968 1,798 2,21 2,33
3 255,6 5,112 2,345 2,18 2,22
4 253.5 5,071 2,325 2,18 2,27

Tab.9 Spektrofotometricka analyza NK izolovanych kolonkovym kitom z domdcej kvasenej kapusty.

Vzorka Ilfli)(n(;egr;::i;lcm A0 Asgo Az60/A2s0 Az60/A230
1 90,7 1,814 0,871 2,08 2,05
2 67,0 1,339 0,651 2,06 2,00
3 64,4 1,288 0,631 2,04 1,95
4 27,2 0,544 0,258 2,11 1,66

6.1.2 Agaroézova elektroforéza genomovej DNA

Pritomnost” gendmovej DNA izolovanej metodou fenolovej extrakcie a kolonkovym kitom bola
detegovana elektroforézou na agarozovom géle (vid. Obr.8 a Obr.9).

10. 8L 1243 14

10 000 bp
3000 bp

500 bp

100 bp

Obr.8 Agarozova gélova elektroforéza genomovej DNA izolovanej fenolovou extrakciou.
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Tab.10 Detekcia pritomnosti vysokomolekularnej genomovej DNA vo vzorkach izolovanych
fenolovou extrakciou..

Cislo Vzorka DNA gen()nll):‘tg(g?\l A
1 DNA standard 1kb -
2 FE_KK 1 +++
3 FE_KK_2 +++
4 FE_KK_3 +++
5 FE_KK 4 +++
6 FE_KK_5 +++
7 FE DK 1 ++
8 FE_DK_2 ++
9 FE_DK_3 ++
10 FE_DK 4 ++
11 FE_DK_5 ++
12 -- --
13 Pozitivna kontrola ++
14 Negativna kontrola -

= FE KK fenolova extrakcia z kupovanej kapusty

» FE DK fenolova extrakcia z domacej kapusty

* - genémova DNA nebola detegovana

* ++ gendmova DNA bola slab$ie detegovana

" +++ gendmova DNA bola silno detegovana

= - medzera

=  Pozitivna kontrola (20 ng/ul Lactobacillus plantarum)
= Negativna kontrola (bez genomovej DNA)

Pritomnost’ bakterialnej gendmovej DNA bola potvrdena vo vsetkych vzorkach izolovanych
pomocou fenolovej extrakcie. Z elektroforézy mozno usudit, Ze vzorky kupovanej kapusty mali vyssiu
koncentraciu bakterialnej DNA (silno viditeIné pasy) ako doma pripravena kvasena kapusta, kde st
jednotlivé pasy slabsie viditeI'né.
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0br.9 Agarozova gélova elektroforéza genomovej DNA izolovanej kolonkovym kitom.

Tab.11 Vysledky agarozovej elektroforézy génomovej DNA izolovanej kolonkovym kitom.

Cislo Vzorka DNA gen(mll)(f\tg(g?\l A
1 DNA standard 1kb -
2 - -
3 Pozitivna kontrola +++
4 - -
5 Negativna kontrola -
6 - —
7 KK KK 1 ++
8 KK_KK 2 ++
9 KK_KK_3 ++
10 - -
11 KK_DK_1 +
12 KK_DK_2 +
13 KK_DK_3 +

= KK_KK kolonkovy kit z kupovanej kapusty

= KK_DK kolonkovy kit z domacej kapusty

* - genémova DNA nebola detegovana

* 4+ gendémova DNA bola vel'mi slabo detegovana

* ++ gendmova DNA bola slab$ie detegovana

" +++ gendmova DNA bola silno detegovana

= - medzera

=  Pozitivna kontrola (20 ng/ul Lactobacillus plantarum)
= Negativna kontrola (bez genomovej DNA)



Elektroforéza vzorick izolovanych pomocou kolonkového kitu taktiez potvrdila pritomnost’
vysokomolekularnej bakteridlnej DNA. Koncentracia DNA v kupovanej kapuste bola v porovnani
s domacou kvasenou kapustou opit’ vyssia.

Pre naslednu analyzu metédou PCR boli vzorky nariedené priblizne na koncentraciu 20 ng/ul.

6.2 PCR specificka pre doménu Bacteria

Po izolacii bakterialnej DNA bola vykonana PCR za pouzitia Specifickych primerov R _e¢ub a F_eub,
ktoré¢ diagnostikuju pritomnost” domény Bacteria (466 bp) podla teplotného programu uvedencho
v Tab.5. Amplifikacii boli podrobené sady vzorieck DNA z domacej a komercnej kvasenej kapusty
izolovan¢ fenolovou extrakciou, ako aj kolonkovym kitom. Amplifikaéné fragmenty DNA boli
nasledne vizualizované na agardézovom ggle (vid’. Obr.10 a Obr.11).

A R R s T s e

1500 bp

500 bp 466 bp

200 bp
100 bp

Obr.10 Agarozova gélova elektroforéza produktov PCR Specifickych pre doménu Bacteria z fenolovej
extrakcie.
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Tab.12 Detekcia PCR produktov Specifickych pre doménu Bacteria z fenolovej extrakcie.

Cislo Vzorka Detekcia PCR produktu (466
bp)
1 DNA standard 100 bp -
2 Negativna kontrola -
3 Pozitivna kontrola +++
4 FE KK 1 +++
5 FE_KK_2 St
6 FE_KK_3 St
7 FE KK 4 +++
8 FE_DK_1 St
9 FE_DK_2 i+
10 FE_DK 3 +++
11 FE_DK_4 +++

FE KK fenolova extrakcia z kupovanej kvasenej kapusty

FE DK fenolova extrakcia z domacej kvasenej kapusty
- PCR produkt nebol detegovany

+++ PCR produkt bol silno detegovany
Pozitivna kontrola (20 ng/ul Lactobacillus plantarum)

Negativna kontrola (bez bakterialnej DNA)

10 000 bp
—

500 bp
250 bp_
100 bp —

466 bp
4_

Obr.11 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov pre doménu Bacteria z kolonkového kitu.
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Tab. 13 Detekcia PCR produktov pre doménu Bacteria pre vzorky izolované kolonkovym kitom.

Cislo Vzorka Detkcia PCR produktu

(466 bp)

1 DNA standard 1 kb a

2 -- -

3 Pozitivna kontrola +++

4 Negativna kontrola -

5 KK_KK_1I —t

6 KK_KK_2 —t

7 KK_KK_3 +++

8 KK_DK_1 —t

9 KK_DK_2 —

10 KK_DK_3 +++

= KK_KK kolonkovy kit z kupovanej kvasenej kapusty
= KK_DK kolonkovy kit z domacej kvasenej kapusty

= - PCR produkt nebol detegovany

®  +++ PCR produkt bol silno detegovany

= - medzera

=  Pozitivna kontrola (20 ng/ul Lactobacillus plantarum)
= Negativna kontrola (bez bakterialnej DNA)

Analyza na agar6zovom géle potvrdila pritomnost’ domény Bacteria vo v§etkych vzorkach domace;j
a kupovanej kvasenej kapusty izolovanych fenolovou extrakciou ako aj kolonkovym kitom.

6.3 PCR Specificka pre rod Lactobacillus

Po potvrdeni pritomnosti baktérii vo vzorkach, boli tieto d’alej analyzované rodovo Specifickou PCR
pre Lactobacillus za pouzitia primerov R_allact a F_allact (vid. Obr.12 a Obr.13) podla teplotného
programu uvedenc¢ho v Tab.5. Amplifikacné fragmenty o vel'kosti 92 bp boli nasledne analyzované na
agarozovom géle.
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23 A e 7 8 -9 10 11

Obr.12 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre rod Lactobacillus z fenolovej

extrakcie.

Tab.14 Detekcia PCR produktov pre rod Lactobacillus z fenolovej extrakcie.

Cislo Vzorka Detekcia PCR produktu (92
bp)
1 DNA standard 100 bp -
2 Negativna kontrola -
3 Pozitivna kontrola +++
4 FE KK 1 +++
5 FE_KK_ 2 +++
6 FE_KK 3 ++
7 FE_KK_4 +++
8 FE_DK 1 +++
9 FE_DK 2 N
10 FE_DK_3 +++
11 FE_DK_4 +++

FE_KK fenolova extrakcia z kupovanej kvasenej kapusty
FE_DK fenolova extrakcia z domacej kvasenej kapusty

- PCR produkt nebol detegovany

++ PCR produkt bol slabsie detegovany
+++ PCR produkt bol silno detegovany

-- medzera

Pozitivna kontrola (20 ng/ul Lactobacillus plantarum)
Negativna kontrola (bez bakterialnej DNA)
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{<«— 92 bp

Obr.13 Agarozova gélova elektroforéza PCR produktov Specifickych pre rok Lactobacillus z kolonkového

kitu.

Tab.15 Detekcia PCR produktov Specifickych pre rod Lactobacillus 7 kolonkového kitu.

Cislo Vzorka Detekcia PCR produktu (92 bp)
1 DNA standard 1 kb }
2 - -
3 Pozitivna kontrola 4+
4 Negativna kontrola -

5 KK_KK_1 it
6 KK_KK_ 2 -
7 KK_KK_3 —+
8 KK_DK_1 -
9 KK_DK_ 2 -
10 KK_DK_3 it

KK_KK kolonkovy kit z kupovanej kvasenej kapusty
KK_DK kolonkovy kit domacej kvasenej kapusty

- PCR produkt nebol detegovany

++ PCR produkt bol slabsie detegovany

+++ PCR produkt bol silno detegovany

-- medzera

Pozitivna kontrola (20 ng/ul Lactobacillus plantarum)
Negativna kontrola (bez bakterialnej DNA)

Pritomnost” baktérii rodu Lactobacillus bola potvrdena u vsetkych analyzovanych vzoriek

ziskanych fenolovou extrakciou aj kolonkovym kitom pre domacu, ako aj kupovani kvasenu kapustu.
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7 DISKUSIA
7.1 Izolacia bakteridlnej DNA

Bakterialna DNA bola izolovana 2 metédami: fenolovou extrakciou (6 vzoriek z kvasenej kapusty
ktpenej v obchodnom ret’azci; 6 vzoriek z domacej kvasenej kapusty) a kolonkovym kitom (4 vzorky
z kupenej kvasenej kapusty; 4 vzorky z kvasenej kapusty pripravenej v domacich podmienkach).
V jednotlivych vzorkach bola koncentracia bakterialnej DNA zmerana spektrofotometricky a nasledne
boli vzorky vizualizované agarézovou gélovou elektroforézou.

7.1.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty izolovanych nukleovych
kyselin

Cistota a koncentracia DNA v jednotlivych vzorkach boli zmerané na pristroji NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific) v rozmedzi vinovych dizok 230 — 280 nm. Pomer absorbancie Aaso/Aaso vypoveda
o Cistote izolovanej bakterialnej DNA. V pripade Cistej nekontaminovanej DNA sa ma tento pomer
pohybovat v rozmedzi 1,8-2,0. [51]

Bakterialna DNA vyizolovana fenolovou extrakciou vykazovala koncentraciu 10,4 — 96,1 ng/ul pre
vzorky z domacej kvasenej kapusty a 156,5 — 439,5 ng/ul pre vzorky z kupovanej kvasenej kapusty.
Koncentracia DNA izolovanej kolonkovym kitom sa pohybovala od 106,8 ng/ul do 255,6 ng/ul pre
kupovanu kvasenu kapustu a od 27,2 ng/ul do 90,7 ng/ul pre domacu kvasenu kapustu.

Podrl'a hodnoty pomeru absorbancie Axso/A2so bola zistena Cistota vzoriek, resp. miera kontaminacie
proteinmi. Vy§§iu mieru Cistoty vykazovali vzorky izolované komerénym kolonkovym kitom (nad 2,0).
Fenolova extrakcia vykazovala o nieco nizsiu Cistotu (védcsina hodnot sa pohybovala v rozmedzi 1,6-
2,0). V pripade porovnania kupovanej a domacej kvasenej kapusty, vykazovala vysSiu mieru Cistoty
kupovana kapusta.

7.1.2 Agaroézova elektroforéza genomovej DNA

Zo vzorick premeranych spektrofotometricky bolo vybratych po 5 vzoriek s najvysSou koncentraciou
izolovanych fenolovou extrakciou z kupovanej a domacej kvasenej kapusty. Pre vzorky izolované
komerénym kolonkovym kitom OMNI Bacterial DNA Kit boli vybraté po 3 vzorky s najvys$Sou
koncentraciou z domacej a kupovanej kvasenej kapusty. Vybraté vzorky boli analyzované agarézovou
gélovou elektroforézou (80 V, po dobu 1 hod).

Po vizualizacii gélu boli viditeI'né koncentracné rozdiely v izolovanej DNA z kupovanej a domacej
kvasenej kapusty. Vys$Siu koncentraciu bakteridlnej DNA vykazovali vzorky z kupovanej kapusty
(silnejsie viditeI'né pasy), ¢o bolo potvrdené aj spektrofotometrickym meranim.

7.2 Porovnanie jednotlivych metod izolacie bakterialnej DNA

Z vysledkov je zrejmé, Ze izolacia DNA metodou fenolovej extrakcie poskytuje relativne vysoki
koncentraciu, no na druhej strane je nachylnej$ia na kontaminaciu proteinmi. Komerénym kolonkovym
kitom (OMNI Bacterial DNA Kit) mozno ziskat’ vzorky s niz§ou koncentraciou, ale s vyrazne vys$Sou
Cistotou. Komer¢ny kit je urceny priamo na izolaciu bakterialnej DNA, pricom vysledky st presnejsie
v porovnani s fenolovou extrakciou, pri ktorej mohlo ddjst’ aj k vyizolovaniu inych mikroorganizmov
alebo rastlinnej DNA.
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Ziskana bakterialna DNA v oboch pripadoch izolacie vykazovala vhodnu kvalitu, koncentraciu a
Cistotu potrebnu k d’alSej PCR analyze.

7.3 PCR Specificka pre doménu Bacteria

Pred amplifikaciou boli jednotlivé vzorky nariedené priblizne na koncentraciu 20 ng/pl. Pritomnost
bakterialnej DNA bola overena metodou PCR s pouzitim primerov Specifickych pre doménu Bacteria
(R_eub a F_eub) a vyhodnotenim agarézovou elektroforézou.

Amplifikacné PCR produkty o predpokladanej vel'kosti 466 bp viditeIné po vizualizacii gélovou
elektroforézou (1,6% gél) potvrdili pritomnost” baktérii vo vSetkych analyzovanych vzorkach. Velkost
fragmentov bola odc¢itana porovnanim s DNA standardom (1 kb a 100 bp). Intenzita bandov na
agarozovom ggle je rovnaka pre vSetky vzorky, €o je sposobené nariedenim DNA pred amplifikaciou.
V oblasti niz§ej ako 100 bp boli viditeI'né d’alsie produkty. Jedna sa pravdepodobne o diméry pouzitych
primerov, ktoré mohli vznikli v dosledku nizkej koncentracie DNA v amplifikacnych vzorkach.

Ako pozitivna kontrola bola pouzita DNA izolovana z Lactobacillus plantarum taktiez nariedena na
20 ng/ul. Negativna kontrola potvrdzuje, Ze pocas pripravy nebola PCR zmes nijako kontaminovana.

Overenie pritomnosti domény Bacteria bolo vykonané s pouzitim rovnakych primerov (F_cub
a R_eub) aj v d’alSej studii pri analyze fekalnych baktérii u dojciat.[52]

7.4 PCR Specifické pre rod Lactobacillus

Vzorky nariedené na 20 ng/pl boli podrobené d’al§ej PCR analyze s vyhodnotenim na agar6zovom
géle. Rodovo $pecifickou PCR s primermi R_allact a F_allact bola detegovana pritomnost’ laktobacilov
vo vzorkach domacej ako aj kupovanej kapusty.

Amplifikacné fragmenty s predpokladanou vel'kostou 92 bp preukazali pritomnost’ rodu
Lactobacillus u vSetkych analyzovanych vzoriek.

Ako pozitivna kontrola bola pouzita aj v tomto pripade Lactobacillus plantarum poskytnuta vediicim
prace o koncentracii 20 ng/ul. Negativna kontrola nepreukazala kontaminaciu pri priprave PCR zmesi.
Vysoka koncentracia DNA vo vzorkach mohla spdsobit’ rozmazanie jednotlivych bandov pri
vizualizacii gélu (vid’. Obr.12-13).

Konvenéna PCR je dostatoéne citliva, aby detegovala rod Lactobacillus, pripadne nicktoré druhy
tohto rodu, avSak pri vyhodnoteni sa objavuju mnohé obmedzenia (obmedzenia analyzy koncovych
bodov) a poskytuje len semikvantitativne hodnotenie. V pripade zhotovenia dokladnejSej analyzy
s presnejSimi vysledkami by dobre posluzila kvantitativna real-time PCR (qPCR), ktora umoziuje
monitoring celé¢ho procesu amplifikacie spolu s analyzou koncovych bodov. [52]

Pritomnost’ rodu Lactobacillus pouzitim primerov F_allact a R_allact bola overena aj v d’alSich
studiach pri skiimani crevného mikrobiomu alebo pri kvantitativnej PCR analyze fekalnych laktobacilov
u dojciat s prebiotickou vyzivou. Iné PCR primery pouzili Plengvidhya et al., ktori sa zamerali na
monitorovanie vyskytu réznych druhov a rodov LAB pocas jednotlivych faz procesu fermentacie kyslej
kapusty s vyuzitim databaze ITS-PCR a sekvenovanim 16S RNA génov. Pocas kvasenia dochadzalo
k pomerme rychlym zmenam dominujucej mikroflory. Cely proces kvasenia trva asi 2 tyZdne zavisle od
nastavenych podmienok. V prvych diioch kvasenia (do 3.diia) dominovali heterofermentativne LAB,
ktoré vSak do 7. — 14. diia uplne vymizli a boli nahradené homofermentativnymi druhmi LAB, konkrétne
rodom Lactobacillus. V prvom tyzdni fermentacie bola produkovana kyselina octova, manitol
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a kyselina mlie¢na, ktorej koncentracia prudko stupala az do ukoncenia fermentacie. Hodnota pH sa
v 14. den fermentacie vykazovala vyrazne kyslu oblast’ v rozmedzi 3.4 — 3,7. Ako prevladajuci druh
vranom S$tadiu fermentacie bol identifikovany Lactobacillus mesenteroides. Dominantnou LAB
v neskorom homofermentativnom §tadiu fermentacie bola identifikovana Lactobacillus plantarum
(51 =75 %). Oba druhy tvorili az 67 % vsetkych izolatov.[52,54,55]
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8 ZAVER

Praca je venovana charakteristike probiotickych baktérii a ich identifikacii v rastlinnych
fermentovanych potravinarskych produktoch prostrednictvom molekularnych diagnostickych metod.

V teoretickej Casti prace su charakterizované probiotické baktérie, ich vlastnosti, vyuzitie, vyznam a
ucinok na ludski ¢revnu mikrofloru. Vyznamna cast’ prace je venovana probiotickym potravinam
mlieéneho a nemlieéneho povodu, ktoré mozno na trhu v sidasnej dobe dostat’. Dalej su v tejto Gasti
popisané¢ metddy izolacie DNA a metody identifikacie probiotickych baktérii so zameranim na
molekulame diagnostické metédy (PCR).

V experimentalnej Casti bola vykonana detekcia pritomnosti probiotickych baktérii vo vzorke
fermentovan¢ho potravinového vyrobku rastlinného pévodu — v kvasenej kapuste. Najprv boli
pripravené hrubé lyzaty, z ktorych sa bakterialna DNA izolovala fenolovou extrakciou. Priamo
z tekutého podielu kvasenej kapusty bola bakterialna DNA izolovana komerénym kolonkovym kitom
OMNI Bacterial DNA Kit. Pre porovnanie boli obe metddy vyuZité naizolaciu DNA z kipenej kvasenej
kapusty a domacej kvasenej kapusty. Pre kazdi sadu vzoriek bola vykonana agardzova elektroforéza a
spektrofotometrické meranie Cistoty a koncentracie ziskanej DNA. Izolacia kolonkovym kitom bola
ucinnejsia v otazke kvality a Cistoty ziskanej DNA, zatial’ o fenolova extrakcia poskytla vyssiu vytazok
bakterialnej DNA. Cistota bola v pripade fenolovej extrakcie nizdia, o napovedalo o kontaminacii
proteinmi. Nasledne bola vyizolovana DNA posliuzila ako matrica pri amplifikacii v metode PCR
Specifickej pre doménu Bacteria a v rodovo Specifickej PCR pre Lactobacillus.

Pritomnost’ domény Bacteria ako aj rodu Lactobacillus bola jasne preukazana vyhodnotenim na
agarozovom géle vo vsetkych analyzovanych vzorkach pochadzajicich z domacej ako aj kupovane;j
kvasenej kapusty.

50



9 ZOZNAM POUZITEJ LITERATURY

[1] Report of a Joint Expert Consultation on Evaluation of Health and Nutritional Properties of
Probiotics in Food Including Powder Milk with Live Lactic Acid Bacteria. Cordoba, Argentina:
Amerian Cordoba Park Hotel, 1-4 October 2001.

[2] SOCCOL, C. et al. The Potential of Probiotics: A Review. Food Technolog. Biotechnol.
2010, 48(4), 413-434. ISSN 1330-9862.

[3] WAIKAR, Yogesh. Review of probiotics in children. Pediatric Infectious Disease [online].
2013, 5(1), 9-12 [cit. 2021-02-15]. doi:10.1016/j.pid.2013.01.002 Dostupné z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212832813000398

[4] MCFARLAND, L. V. From Yaks to Yogurt: The History, Development, and Current Use of
Probiotics. Clinical  Infectious  Diseases. 2015, 60(suppl.2), S85-S90. ISSN  1058-4838.
doi:10.1093/cid/civ054

[5] NAGPAL, Ravinder, Ashwani KUMAR, Manoj KUMAR, Pradip V. BEHARE, Shalini JAIN a
Hariom YADAYV. Probiotics, their health benefits and applications for developing healthier foods: a
review. FEMS Microbiology Letters. 2012, 334(1), 1-15.

[6] SONG, Danfeng, Salam IBRAHIM a Saeed HAYEK. Recent Application od Probiotics in Food
and Agricultural Science: Probiotics. InTech, 2012. ISBN 978-953-51-0776-7.

[7] KONINGS, W. N., J. KOK, O. P. KUIPERS a B. POOLMAN. Lactic acid bacteria: the bugs of
the new millenium. Current Opinion in Microbiology. 2000, 3(3), 276-282. doi: 10,1016 / s1369-5274
(00) 00089-8.

[8] BERTELSEN, Randi J., Elizabeth T. JENSEN a Tamar RINGEL-KULKA. Use of probiotics and

prebiotics in infant feeding. Best Practice & Research Clinical Gastroenterology. 2016, 30(1), 39-48.
ISSN 1521-6918.

[9] HICKEY, Rita M. The role of oligosaccharides from human milk and other sources in prevention
of pathogen adhesion. International Dairy Journal. 2012, 22(2), 141-146. ISSN 0958-6946.

[10] ROUND, June L. a Sarkis K. MAZMANIAN. The gut microbiota shapes intestinal immune
response during health and disease. Nat Rev Immunol. 2009, 9(5), 313-323. doi:10,1038/nri2515.

[11] POKUSAEVA, Karina, Gerald F. FITZGERALD a Douwe van SINDEREN. Carbohydrate
metabolism in Bifidobacteria. Genes & Nutrition. 2011, 6(3), 285-306. doi:10,1007/s12263-010-0206-
6.

[12] EL-SOUD, N. H. A..,R. N. SAID, D. S. MOSALLAM, N. A. M. BARAKAT aM. A. SABRY.
Bifidobacterium lactis in Treatment of Children with Acute Diarrhea. A Randomized Double Blind
Controlled Trial. Open Access Maced J Med Sci. 2015, 3(3), 403-407. doi:10.3889/0amjms.2015.088.

[13] SINGHI, Sunit C. a Suresh KUMAR. Probiotics in critically ill children. 2016.
doi:10.12688/f1000research.7630.1.

[14] Hopeland Bio - Tech Co. Ltd. [online]. In: Changzhou City, China: Hopeland Bio-Tech, 2010
[cit. 2021-02-17]. Dostupné z: http://www.probiotic-cn.com/

[15] MARTIN, R., S. MIQUEL, J. ULMER, N. KECHAOU, P. LANGELLA, L.G. BERMUDEZ-
HUMARAN. Role of commensal and probiotic bacteria in human health: a focus on inflammatory
bowel disease. Microb Cell Fact. 2013, 12: 71. doi:10.1186/1475-2859-12-71

51


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2212832813000398
http://www.probiotic-cn.com/

[16] CRIBBY, Sarah, Michelle TAYLOR a Gregor REID. Vaginal microbiota and the use of
probiotics. Interdiscip Perspect Infect Dis. 2008 (1687-708X), 256490. doi:10.1155/2008/256490.

[17] ARSLAN, Sultan, Mustafa ERBAS, Ismail TONTUL a Ayhan TOPUZ. Microencapsulation of
probiotic Saccharomyces cerevisiae var. boulardii with different wall materials by spray drying. LWT -
Food Science and Technology. 2015, 63(1), 685-690. doi:10.1016/j.1wt.2015.03.034.

[18] SHEEHAN, Donal a Fergus SHANAHAN. The Gut Microbiota in Inflammatory Bowel
Disease. Gastroenterology Clinics of North America. 2017,46(1), 143-154. ISSN 08898553.
doi:10.1016/j.gtc.2016.09.011.

[19] KUMAR, B. V., S. V. N. VWAYENDRA a O. V. S. REDDY. Trends in dairy and non-dairy
probiotic products - a review.J Food Sci Technol. 2015, 52(10): 6112-24. doi:10.1007/s13197-015-
1795-2.

[20] NM, Meybodi a Mortazavian AM. Probiotic Supplements and Food Products: A Comparative
Approach. 2017, 06(02). ISSN 21670501. doi:10.4172/2167-0501.1000227.

[21] Saddam, S. Probiotic Food Products Classes, Types, and Processing. Probiotics. InTech, 2012,
2012-10-03. ISBN 978-953-51-0776-7. doi: 10.5772/51267

[22] FOX, Patrick, Paul MCSWEENEY, Timothy COGAN a Timothy GUINEE. Cheese:C hemistry,
Physics and Microbiology, Volume 1: General Aspects [online]. Academic Press: Springer, 2004 [cit.
2021-03-04]. ISBN 9780080500935.

[23] GRANATO, Daniel, Gabriel F. BRANCO, Filomena NAZZARO, Adriano G. CRUZ a José
A.F. FARIA. Functional Foods and Nondairy Probiotic Food Development: Trends, Concepts, and
Products. Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. InTech, 2010, 2012-10-03, 9(3),
292-302. ISBN 978-953-51-0776-7. ISSN 15414337. doi:10.1111/j.1541-4337.2010.00110.x

[24] SONG, Danfeng, Salam IBRAHIM a Saeed HAYEK. Recent Application of Probiotics in Food
and Agricultural Science. Probiotics. InTech, 2012, 2012-10-03. ISBN 978-953-51-0776-7.
doi:10.5772/50121

[25] PARRACHO, Helena, Anne L. MCCARTNEY a Glenn R. GIBSON. Probiotics and prebiotics
in infant nutrition. Proceedings of the Nutrition Society. 2007, 66(3), 405-411. ISSN 0029-6651.
doi:10.1017/S0029665107005678

[26] GIBSON, Glenn R., Hollie M. PROBERT, Jan Van LOO, Robert A. RASTALL a Marcel B.
ROBERFROID. Dietary modulation of the human colonic microbiota: updating the concept of
prebiotics. Nutrition Research Reviews. 2004, 17(2), 259-275. ISSN 0954-4224.
doi:10.1079/NRR200479

[27] FLESCH, Aline Gamarra Taborda, Aline Kirjner POZIOMY CK, Daniel De Carvalho DAMIN,
Robert A. RASTALL a Marcel B. ROBERFROID. The therapeutic use of symbiotics: updating the
concept of prebiotics. ABCD. Arquivos Brasileiros de Cirurgia Digestiva (Sdo Paulo). 2014, 27(3), 206-
209. ISSN 0102-6720. doi:10.1590/S0102-67202014000300012

[28] AMARA, A.A., A. SHIBL, Daniel De Carvalho DAMIN, Robert A. RASTALL a Marcel B.
ROBERFROID. Role of Probiotics in health improvement, infection control and disease treatment and
management: updating the concept of prebiotics. Saudi Pharmaceutical Journal. 2015, 23(2), 107-114.
ISSN 13190164. doi:10.1016/.jsps.2013.07.001

[29] PANDEY, Kavita. R., Suresh. R. NAIK, Babu. V. VAKIL, Robert A. RASTALL a Marcel B.
ROBERFROID. Probiotics, prebiotics and synbiotics — a review: updating the concept of

52



prebiotics. Journal of Food Science and Technology. 2015, 52(12), 7577-7587. ISSN 0022-1155.
Dostupné z: doi:10.1007/s13197-015-1921-1

[30] MOHANIA, Dheeraj, Ravinder NAGPAL, Manoj KUMAR, et al. Molecular approaches for
identification and characterization of lactic acid bacteria. Journal of Digestive Diseases. 2008, 9(4),
190-198. ISSN 17512972. doi:10.1111/j.1751-2980.2008.00345 .x

[31] PATEL, A, JB PRAJAPATI a BM NAIR. Methods for isolation, characterization and
identification of probiotic bacteria to be used in functional foods. International Journal of Fermented
Foods. 2012, (1), 1-13. ISSN 2319-3549 12/2012.

[32] DONELLI, Gianfranco, Claudia VUOTTO a Paola MASTROMARINO. Phenotyping and
genotyping are both essential to identify and classify a probiotic microorganism. 2013, 24. ISSN 1651-
2235. doi:10.3402/mehd.v24i0.20105

[33] HERNANDEZ-RODRIGUEZ, Patricia, Arlen GOMEZ a Paola MASTROMARINO.
Polymerase Chain Reaction: Types, Utilities and Limitations. Polymerase Chain Reaction. InTech,
2012, 2012-05-30, 24. ISBN 978-953-51-0612-8. ISSN 1651-2235. doi:10.5772/37450

[34] ELNIFRO, E. M., A. M. ASHSHI, R. J. COOPER a P. E. KLAPPER. Multiplex PCR:
Optimization and Application in Diagnostic Virology. Clinical Microbiology Reviews. 2000, 13(4),
559-570. ISSN 0893-8512. doi:10.1128/CMR.13.4.559-570.2000

[35] WILCZYNSKI, SHARON P., A. M. ASHSHI, R. J. COOPER a P. E. KLAPPER. Molecular
Biology: Optimization and Application in Diagnostic Virology. Modern Surgical Pathology. Elsevier,
2009, 2009, 13(4), 85-120. ISBN 9781416039662. ISSN 0893-8512. do0i:10.1016/B978-1-4160-3966-
2.00006-0

[36] JALALI, Mehdi, Justyna ZABOROWSKA a Morteza JALALIL The Polymerase Chain
Reaction. Basic Science Methods for Clinical Researchers. Elsevier, 2017, 2017, 1-18. ISBN
9780128030776. doi:10.1016/B978-0-12-803077-6.00001-1

[37] PCR AMPLIFICATION OF GFP. In: benchling.com [online]. [cit. 2021-04-05]. Dostupné z:
https://benchling.com/protocols/GP1{fQ08o/pcr-amplification-of-gfp/sbs

[38] ATAWODI, SE, JC ATAWODI a AA DZIKWI. Polymerase chain reaction: Theory, practice
and application. Sahel Medical Journal. 2011, 13(2). ISSN 1118-8561. doi:10.4314/smj2.v13i2.64834

[39] GARIBYAN, Lilit a Nidhi AVASHIA. Polymerase Chain Reaction. Journal of Investigative
Dermatology. 2013, 133(3), 1-4. ISSN 0022202X. doi:10.1038/jid.2013.1

[40] KADRI, Karim. Polymerase Chain Reaction (PCR): Principle and Applications. Synthetic
Biology - New Interdisciplinary Science. IntechOpen, 2020, 2020-2-12. ISBN 978-1-78984-089-6.
doi:10.5772/intechopen.86491

[41] SINGH, Jagtar, Niti BIRBIAN, Shweta SINHA a Akshra GOSWAMI. A critical review on
PCR, its types and applications. International Journal of Advanced Research in Biological Sciences.
2014, (1), 65-80. ISSN 2348-8069.

[42] PASTORAKOVA, Andrea a Robert PETROVIC. MOLEKULARNE METODY AKTUALNE
POUZIVANE V KLINICKEJ GENETIKE [online]. Univerzita Komenského v Bratislave, Lekarska
fakulta, 2016 [cit. 2021-04-03]. ISBN 978-80-223-4231-5. Dostupné Z
https://www.fmed.uniba.sk/fileadmin/lf/sluzby/akademicka kniznica/PDF/Elektronicke knihy LF U
K/Molekularne metody aktualne pouzivane v klinickej genetike.pdf

53


http://benchling.com
https://benchling.com/protocols/GPlfQ08o/pcr-amplification-of-gfp/sbs
https://www.fmed.uniba.sk/fileadmin/lf/sluzby/akademicka

[43] Dual-System Tissue DNA Isolation Kit. In: Fairbiotech.com [online]. [cit. 2021-04-03].
Dostupné z: https://fairbiotech.com/shopping show-2a16844.html

[44] SCHRADER, C., A. SCHIELKE, L. ELLERBROEK a R. JOHNE. PCR inhibitors - occurrence,
properties and removal. Journal of Applied Microbiology. 2012, 113(5), 1014-1026. ISSN 13645072.
doi:10.1111/j.1365-2672.2012.05384 x

[45] HEDMAN, Johannes a Peter RADSTROM. Overcoming Inhibition in Real-Time Diagnostic
PCR. PCR Detection of Microbial Pathogens. Totowa, NJ: Humana Press, 2013, 2013-9-13, 17-48.
Methods in Molecular Biology. ISBN 978-1-60327-352-7. doi:10.1007/978-1-60327-353-4_2

[46] SIGMA-ALDRICH, CO. A Technical Guide to PCR Technologies [online]. 2012 [cit. 2021-
04-05]. Dostupné Z: https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-

Aldrich/General Information/1/pcr-technologies-guide.pdf.

[47] The real-time PCR amplification curve. In: Nordic BioSite [online]. [cit. 2021-04-05]. Dostupné
z: https://www.nordicbiosite.com/blog/the-lowdown-on-real-time-pcr-part-1-2

[48] CRUZ, Adriano G., Adrianc E.C. ANTUNES, Ana Lucia O.P. SOUSA, Jos¢ AF. FARIA a
Susana M.I. SAAD. Ice-cream as a probiotic food carrier. Food Research International. 2009, 42(9),
1233-1239. ISSN 09639969. doi:10.1016/j.foodres.2009.03.020

[49] JAKUBCZAK, Antoni, Milena Alicja STACHELSKA, Renata SWISLOCKA a Wlodzimierz
LEWANDOWSKI. THE APPLICATION OF PROBIOTIC BACTERIA IN THE FERMENTED
VEGETABLE, CEREAL AND MEAT PRODUCTS. Polish Journal of Natural Sciences. 2012, 27(1),
81-92.

[50] LEE, Pei Yun, John COSTUMBRADO, Chih-Yuan HSU a Yong Hoon KIM. Agarose Gel
Electrophoresis for the Separation of DNA Fragments. Journal of Visualized Experiments. 2012, (62).
ISSN 1940-087X. doi:10.3791/3923

[51] SPANOVA, Alena a Bohuslav RITTICH. Analyza vybranych druhii bakterit mlécného kvasent
pomoci metod molekularni biologie. Vyd.1. Bmo: Vysoké uceni technické v Bmé, Fakulta chemicka,
2010. ISBN 978-80-214-4004-3.

[52] HAARMAN, Monique a Jan KNOL. Quantitative Real-Time PCR Analysis of Fecal
Lactobacillus Species in Infants Receiving a Prebiotic Infant Formula. Applied and Environmental
Microbiology. 2006, 72(4), 2359-2365. ISSN 0099-2240. doi:10.1128/AEM.72.4.2359-2365.2006

[53] GRIFFITHS, Lyn a Diego CHACON-CORTES. Methods for extracting genomic DNA from
whole blood samples: current perspectives. Journal of Biorepository Science for Applied Medicine.
ISSN 2253-1785. doi:10.2147/BSAM.S46573

[54] PLUPJEEN, Sa-ngapong, Wireeya CHAWJIRAPHAN, Suvimol CHAROENSIDDHI, Sunee
NITISINPRASERT a Massalin NAKPHAICHIT. Lactococcus lactis KA-FF 1-4 reduces vancomycin-
resistant enterococci and impacts the human gut microbiome. 3 Biotech. 2020, 10(7). ISSN 2190-572X.
doi:10.1007/s13205-020-02282-6

[55] PLENGVIDHYA, Vethachai, Fredrick BREIDT, Zhongjing LU a Henry P. FLEMING. DNA
Fingerprinting of Lactic Acid Bacteria in Sauerkraut Fermentations. Applied and Environmental
Microbiology. 2007, 73(23), 7697-7702. ISSN 0099-2240. doi:10.1128/AEM.01342-07

54


http://Fairbiotech.com
https://fairbiotech.com/shopping
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-
https://www.nordicbiosite.com/blog/the-lowdown-on-real-time-pcr-part-l-2

10 ZOZNAM POUZITYCH ZNACIEK A SKRATIEK

bp par baz

CD Crohnova choroba

DNA deoxyribonukleova kyseliny
dNTP 2’-deoxynukleosid-5 ‘trifosfaty
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

FAME analyza methylesterov mastnych kyselin

FOS fruktooligosacharidy

G* gram pozitivne

G gram negativne

GIT gastrointestinalny trakt

GOS galaktooligosacharidy

HC1 chlorid sodny

H,0» peroxid vodika

IBD zapalové ¢revné ochorenia
IBS syndrém drazdivého hrubého ¢reva
IgG imunoglobulin triedy G
LAB baktérie mliecneho kvasenia
MO mikroorganizmus

NK nukleova kyseliny

NaOH hydroxid sodny

(0} kyslik

PCR polymerazova retazova reakcia
RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribozomalna ribonukleova kyselina
SCFA mastn¢ kyseliny s kratkym retazcom
SDS sodna sol’ dodecylsulfatu

TBE Tris-borat-EDTA

TE Tris-EDTA pufor

ucC ulcerdzna kolitida

XOS xylézaoligosacharidy



