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ABSTRAKT

Napriek vysokej tirovni vedy a mediciny sa l'udia snazia vratit’ k prirode a vyuzit’ ju pre svoje
zdravie. Napriklad sa snazia vyuzit' probiotika, ¢o su zivé kultury, schopné usidlit’ sa
v l'udskom ¢reve a tu vykonéavat’ svoju ¢innost’.

Teoretickd Cast’ bakalarskej prace sa zaobera probiotickymi baktériami, ich vlastnost'ami
ako aj vlastnostami, ktoré su dolezité pre potravinarsky priemysel a hlavne sa zameriava na
probiotikd vyuzivané v detskej vyzive. Experimentalna Cast’ je zamerand na analyzu dvoch
potravinovych vyrobkov pre deti (BioLac Baby a Probacilium+). Z tychto produktov bola
vyizolovana DNA metddou fenolovej extrakcie a pomocou magnetickych nosi¢ov. Celkova
izolovana DNA z vyrobkov bola amplifikovana rodovo $pecifickou PCR.

ABSTRACT

Despite of the high level of science and medicine, people are trying to return to the nature and
use it for their lives. For example, they are using probiotics, which are live cultures able to
reside in the human intestine and there can start their role.

The teoretical part of this bachelor thesis deals with probiotic bacteria, their properties and
those properties which are important in the food industry and the main part focuses on the
probiotics used in baby food. The experimental part of the thesis targets on an analysis of two
probiotic supplements for children (BioLac Baby and Probacilium+). There was a DNA
isolated from these two products by method of phenol extraction and using magnetic media.
The whole DNA isolated from these products was amplificated by genus-specific PCR.
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UVOD
Vdaka vede a medicine dosiahlo I'udstvo obrovsky pokrok, ale predsa sa v dneSnej dobe
snazime navratit’ sa k prirode a vyuzit’ ju pre svoje zdravie.

Mozno to demonS$trovat na narastajucej snahe vyuzitia probiotickych kultar ako
doplnkov stravy. Pojem probiotika zahriiuje zZivé mikroorganizmy, ktoré su schopné usidlit’ sa
v ¢reve Cloveka aprejavit tu svoj vplyv na udrzanie zdravej ¢revnej mikroflory. Ako
probiotick¢ baktérie su oznaCované baktérie mlieCneho kvasenia a niektoré druhy rodu
Bifidobacterium. Dnes sa nachadza na trhu vel'a probiotickych doplnkov stravy ale hlavne
potraviny obsahujuice probiotické kultury ako su napriklad zakysané mliecne vyrobky, syry,
zmrzliny, ¢okolady alebo mésové vyrobky, ¢i vyrobky rastlinného povodu.

V minulosti boli probiotika hlavne v zdujme vedcov a vedeckych pracovnikov, ale
v dnesnej dobe sa dostavaju aj do povedomia laickej verejnosti. Dovodom je skutoCnost’, ze
probiotikd poskytujii velké mnozstvo klinicky preukdzanych zdraviu prospesnych ucinkov
svojmu hostitel'ovi, ako je napriklad udrzanie homeostazy organizmu, zachovanie spravneho
zloZenia ¢revnej mikroflory a ochrane proti roznym patogénom.



I. TEORETICKA CAST

1. DEFINICIA POJMU PROBIOTIKUM
Slovo probiotikum sa skladd z latinskej predlozky ,,pro“, ¢o znamena pre a z gréckeho
podstatného mena ,,fioc™, o znamena zivot. [1]

V priebehu vyvoja vedy a techniky, kedy l'udstvo ziskalo blizSie informacie o pdsobeni
probiotik na 'udské zdravie, sa definicia pojmu niekol'’kokrat zmenila.

Na zacCiatku 20.storoCia rusky biolég Ilya Ilich Metchnikoff Studoval rozdiely
v zivotosprave Bulharskych rolnikov, ktori sa dozivali v priemere 100 rokov. Jednym
z najvacsich rozdielov bola vysokd konzumécia fermentovaného mlieka. V roku 1908
sformuloval teoriu autointoxikacie, kedy bolo l'udské telo postupne napadané toxinmi
patogénnych organizmov v Creve, ktoré boli uspesne utlmené konzumaciou kyslého mlicka
s obsahom zivych kultur. [2]

Vroku 1965 Lilly a Stillwell definovali probiotikd ako latky produkované jednym
mikroorganizmom, ktory stimuluje rast iného mikroorganizmu. Uviedli tiez, ze probiotika st
opakom antibiotik. V roku 1974 prezentoval Parker svoj pohl'ad na probiotika ako organizmy
a latky prispievajuce k rovnovahe ¢revnej mikroflory. [3]

V stcasnosti  existuje vela réznych ndzorov a definicii probiotik, pricom vicSina
navrhovanych definicii sa ststred'uje na pouzitie mikroorganizmov, ktorych ucelom je
modulacia Crevnej mikroflory hostitela. Vacsina tychto teorii sa odliSuje od definicie
probiotik Lillym a Stillwellom. [3]

Jednou znajnovSich formulacii, ktoré prezentuje Schrezenmeir a de Vrese je, Ze
probiotikd st pripravky, ktoré obsahuju Zivotaschopnt bakterialnu kultiru v dostato¢nom
mnozstve, ktoré pdsobia v mikroflore hostitel'a (implantaciou alebo kolonizéaciou) a maju
pozitivny Uc¢inok na jeho zdravie. [4]

Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) a FAO (Food and Agriculture Organisation)
definuje probiotika ako Zivé mikroorganizmy, ktoré v pripade podavania v dostato¢nych
davkach prispievaju k zdraviu hostitel’a. [5]

23.oktébra 2013 Medzinarodna vedecka asocidcia pre probiotikad a prebiotika (ISAPP)
organizovala stretnutie expertov v oblasti probiotik, aby prediskutovali a blizSie urcili
Specifické vlastnosti probiotik, nakolko definicia WHO/FAO nebola v tejto oblasti
dostacujtca. [6]

NajstarSia zmienka o konzumdcii potravin obsahujlcich bakteridlne kultiry siaha az
3500 rokov pred Kristom, ked Sumeri rozvinuli vyrobu syra. V Biblii je poukazané na
dlhovekost’ Abrahama vd’aka konzumacii mlieka a tvarohu. [7]

Fermentécia mliecnych vyrobkov je najstar§Sim spdsobom uchovéavania potravin, ktora sa
prostrednictvom Tatarskych, Mongolskych a Hunskych néjazdov dostala z Blizkeho vychodu
cez Rusko do Eurdpy. [8]



2. OSIDEOVANIE TRAVIACEHO TRAKTU OD NARODENIA

Traviaca ststava Cloveka predstavuje jeden znajhustejSie osidlenych bakteridlnych
ekosystémov v prirode. Povrch sliznice poskytuje velky priestor pre osidl'ovanie
mikroorganizmami. Plocha gastrointestinalneho traktu sa pohybuje medzi 150 az 200 m?.
Vytvorenim zahybov sa plocha ¢reva moéze strojndsobit, tvorbou klkov narastie plocha
7 — 10nasobne a najvacsi podiel na naraste aktivnej plochy (15 az 40krat) maju mikroklky.
Vd'aka tomu je zaisteny potrebny priestor pre travenie, prilnutie mikroorganizmov k povrchu
sliznice a na kolonizaciu Criev. [9]

Ludsky plod sa wvyvija priblizne 10 mesiacov v maternici, Vv prostredi bez
mikroorganizmov. Traviaci trakt novorodenca je do okamihu narodenia sterilny. Po prechode
do vonkajsieho prostredia nastava prirodzena expozicia novorodenca celej Skale mikrébov, ¢o
sa za¢ina uz pocas porodu prechodom cez vaginu a bezprostredne po narodeni. [10]

Pri fyziologickom porode je matka prvym zdrojom mikrobidlnej kolonizacie. Prirodzeny
porod je zasadny pre dobry vyvin mikroflory, pre spravne metabolické a imunologické
reguldcie apre zaistenie rovnovahy vnuatorného prostredia. Prvé osidlenie pochadza
z vaginalnej a fekdlnej mikroflory matky a prebieha najmé oralnou cestou, ked’ sa cez tstnu
dutinu osidl'uje zalidok a neskor aj ostatné ¢revo. Len o nieCo neskdr sa na kolonizacii
podiel’a aj mikroflora pochadzajuca z pokozky matky, materského mlieka, slin a rik. [10]

Nasledne prebieha v traviacom trakte novorodenca charakteristicky retazec reakcii az do
vydiferencovania ,,stabilného* komplexu mikroorganizmov. Tento proces zahiiia interakcie
jednak medzi samotnymi mikroorganizmami, ako aj medzi hostitelom a mikroorganizmami,
v zavislosti od ponukanych endogénnych a exogénnych nutrientov. [11]

Prvé baktérie maju vysoky redukény potencial a metabolizuju kyslik. Su to fakultativne
anaeroby, Enterobacter, Streptococcus a Staphylococcus. Do 48 hodin je traviaci trakt
kolonizovany aj Escherichia coli. V stolici po 4 az 7 hodinach po narodeni sa detegovali prvé
baktérie. Proces osidlovania traviaceho traktu je rychlej$i v miestach sniZSou uroviiou
hygieny (Guatemala, Pakistan, Nigéria) oproti krajinam s vySSou zivotnou uroviiou
(Svédsko). Okrem Zivotnych podmienok ovplyviiuje proces kolonizacie aj spdsob porodu,
rodinné prostredie, zdravotné a socidlne podmienky, spdsob kfmenia a lieky, ktoré uziva
matka a novorodenec. [11]

Po spotrebovani kyslika sa vytvarajo podmienky pre rast anaerobnych baktérii vratane
laktobacilov a bifidobaktérii. [11]

Nutricne podmienend moduldcia ¢revnej mikrofléry pocas novorodeneckého vyvoja
vyznamne ovplyviiuje vnimavost na ochorenia ¢reva ama dlhotrvajuci efekt na kvalitu
imunitného systému. Plne doj¢ené donosené deti narodené prirodzenou cestou su v prvom
tyzdni zivota osidlené anaerdbnou florou, prevazne Bacteroides. V prvom mesiaci zivota
dominuju laktobacily a bifidobaktérie. Do 3 dni po pdrode sa stabilizuje kvantitativne
zastipenie bifidobaktérii tak, ze asi u 50 % novorodencov je pritomné Bifidobacterium breve,
asi u40 % je pritomné Bifidobacterium bifidum, asi 20 % ma Bifidobacterium adolescentis
a Bifidobacterium infantis aasi 4 % ma Bifidobacterium gallicum. U dojCenych deti sa
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intestinalna mikroflora skladd vyluéne z laktobacilov a bifidobaktérii, ktoré tvoria az 90 %
celkového zlozenia. Tisicndsobne prevySuji mnozstvo enterobaktérii, priCom tento stav
pretrvava az do odstavenia materského mlieka. [11]

Deti narodené cisarskym rezom sa anaerobnymi baktériami osidl'uja neskor, nakol’ko je
kolonizacia ovplyvnend hlavne prostredim, ako mikroflérou matky. Pri porode cisarskym
rezom nastupuje oneskorene laktacia, ¢o negativne vplyva na stimulaciu fyziologickej ¢revnej
mikroflory. Nedostatok prebiotik v mlieku vedie k zdravotnym problémom vo vysSom veku
a preto by sa mali podavat’ vo forme potravinovych doplnok uz od narodenia. [12]

Crevna mikrofléra je stabilna priblizne v 2. az 3. roku Zivota dietat’a.

VYVOJ CREVNE] MIKROFLORY

—---—>

1
| | i
RENATALNE POROD 4. DEN 20. DEN 4.-6. MESIAC
| | i
P |, T )
&revnou/vaginilnou
mikroflérou matky § i i
I £ § il i
aseptické i i dojéenie ded: }
g i i bifidus-dominantna mikroflora
I ] : - 1
| prikemy:
i oo ! ! ! | prechod na mikrofléru,
[ | réznorod4 mikrofléra | ‘1 kror4 je podobna ako u dospelych
i | i i I

nedojéené deti:
roznorodd mikrofléra
| i
1 1

Obr. 1: Vyvoj crevnej mikroflory od narodenia [11]

2.1 MIKROORGANIZMY POUZIVANE AKO PROBIOTIKA

Medzi probiotikd radime rozne mikroorganizmy (MO)- baktérie, plesne a kvasinky.
Probiotikd st vo svojej podstate hlavne baktérie, ktoré su prirodzenou sucastou traviaceho
traktu organizmu (90%). Mdzeme povedat’, Ze probiotikd st prokaryotického povodu, po
fyziologickej stranke su ro6znorodé, ale po morfologickej stranke su si vel'mi podobné. [13]

Tvar bunky je odvodeny od tyCiniek alebo kokov (gulovité baktérie) a ich velkost’ sa
udava radovo v niekol'kych um. Napriek tomu maja velky Specificky povrch umoZiujici
baktéridm neustdlu premenu latok s okolim. Jednd sa o heterotrofné organizmy, ktoré
ziskavaju ziviny premenou rdznych organickych latok. Produktom metabolizmu baktérii
mlieCneho kvasenia je kyselina mlie¢na, ktora je prospesnd aj pre Cloveka. Su hlavne
aerotelerantné alebo anaerdbne, netvoriace spory, acidotolerantné a grampozitivne. Podl'a
produktov vznikajicich pri premene sacharidov probiotické baktérie mliecneho kvasenia
delime na:

1. Homofermentativne baktérie- fermentovany sacharid sa premiena hlavne na kyselinu
mlie¢nu
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2. Heterofermentativne baktérie- fermentovany sacharid sa premienia na kyselinu
mlie¢nu, oxid uhlicity (CO.) alebo za urcitych okolnosti na etanol

NajcastejSie sa ako probiotické kultiry vyuzivaji baktérie mliecneho kvasenia (BMK)
a baktérie rodu Bifidobacterium, patriace do vyvojove] vetvy aktinomycét, ktoré boli
v minulosti radené¢ medzi BMK. Do skupiny BMK st zaradené niektoré druhy rodu
Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactococcus, Enterococcus a Lactobacillus.
Vsetky rody su fylogeneticky pribuzné. U niektorych druhov BMK je mozné vyuzit' ako
identifikacny znak konfigurdciu a optickll otacavost’ fermentdciou vzniknutej kyseliny
mliecnej.

BMK st mikroorganizmy s velkym potravindrskym a technologickym vyznamom,
ktorych zéstupcovia sa nachadzaji v zakysanych vyrobkoch, v mlieku, v kvasnych
potravinach a v produktoch rastlinného a Zivo¢isneho pdvodu. Ich hlavnou tlohou je kysnutie
potravin asvojimi produktmi prispievaju  k typickej chuti aaréme prislusného
fermentovaného produktu. [14]. V Tabulke 1 st uvedené mikroorganizmy registrované ako
probiotika, ktoré su vyuzivané v priemysle.

Tabul’ka 1: Mikroorganizmy registrované ako probiotikd a vyuzivané v priemysle [15]

Rod Bifidobacterium | B.adolescentis, B.animalis, B.animalis subsp. lactis, B.bifidum,
B.breve, B.longum subsp. infantis, B.longum subsp. longum

Rod Lactobacillus L.acidophilus, L.casei, L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L.reuteri,
L.delbrueckii subsp. bulgaricus, L.delbrueckii subsp. lactis,
L.helveticus, L.fermentum, L.gasseri, L.paracasei, L.salivarius,
L.johnsonii, L.plantarum, L.sakei

Ostatné baktérie Enterococcus faecalis, E faecium
mlie¢neho kvasenia Lactococcus lactis
Leuconostoc mesenteroides
Pediococcus pentosaceus, P.acidilacticici
Streptococcus salivarius, S.macedonicus, S.mitis, S.thermophilus,

S.sanguis
Rod Bacillus B.cereus, B.clausii, B.coagulans, B.licheniformis, B.mesentericus,
B .subtilis
Ostatné baktérie Clostridium butyricum

Echerichia coli

Propionibaterium freudenreichii
Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae,
Saccharomyces cerevisiae subsp. boulardii
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2.1.1 Rod Streptococcus

Bunky streptokokov maju gul'aty alebo vajcovity tvar, si usporiadané do parov, kratkych
alebo dlhsich retazcov a obycajne st nepohyblivé. Netvoria spory, su grampozitivne a
fakultativne anaerébne mikroorganizmy, ktoré fermentuju sacharidy na kyselinu mliecnu. [16]
Na Obrazku 2 st zndzornené bunky rodu Streptococcus.

Streptococcus thermophilus

Patri do termofilnej skupiny baktérii mlie¢neho kvasenia. Je to grampozitivny
mikroorganizmus vajcovitého tvaru s velkostou od 0,7 az do 0,9 um. Tento MO ma
optimalnu teplotu rastu 40 az 50 °C a vybrané kmene rasti v mlieku bez pristupu vzduchu
a vytvaraju bielu zrazeninu. Vzhl'adom na svoje fyziologické, ekologické a metabolické
vlastnosti sa vyuziva spolu s druhmi Lactobacillus ako Startovacia kultura pri vyrobe jogurtov
a inych mlie¢nych vyrobkov (Svaj¢iarsky alebo taliansky syr). S. thermophilus nie je schopny
metabolizovat’ galaktozu, o mdze mat’ za nasledok zlu textlru a chut’ syru. Exopolysacharid
vybranych kmetniov ma rozhodujuci vyznam pre konecnu Struktiru jogurtu. [17]

Obr. 2:Bunky rodu Streptococcus [39]
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2.1.2 Rod Lactobacillus
Nazov Lactobacillus pochédza z latinského slova lac, ¢o v preklade znamena mlieko, pretoze
zastupcovia tohto druhu st schopné fermentovat sacharidy na kyselinu mlie¢nu. [18]

St to grampozitivne, nesporulujuce a nepohyblivé tyCinky. Zahrituji v sebe fakultativne
anaerobne a mikroaerofilné¢ baktérie. Radime ich medzi saprofyty a mdlokedy sa jedna
o patogény. Preferuji prostredie bohaté¢ na sacharidy, napriklad GIT. Laktobacily obyvaju
gastrointestinalny trakt (GIT) ¢loveka, Ustnu dutinu a vaginu. N4jdeme ich vo fermentovanom
rastlinnom aj Zivo¢iSnom materialy. Nachddzaja sa na povrchu neporusenych rastlin, ale aj na
rozkladajucich sa Castiach rastlin. [18]

Vseobecne sa dd o tomto rode povedat, Ze sa jednd o najrozsiahlej$i rod mlie¢nych
baktérii s viac ako 100 druhmi a poddruhmi. Napriek tomu, Ze vicsina z nich je nepatogénna,
u jedincov s oslabenou imunitou mdézu byt’ zdrojom novorodeneckej meningitidy, bakterémii
a pl'icnych ochoreni. [18] Na Obrazku 3 st zndzornené bunky rodu Lactobacillus.

Medzi najznédmejSie miesta vyuzitia laktobacilov su mlie¢ne vyrobky, médso a vyrobky
z neho a marinované rybie produkty. Laktobacily sa do mlieka dostavaji az z prostredia. [18]

Najvyznamnej$im druhom je L.acidophilus. Vyuziva sa na vyrobu acidofilného mlieka
a susen¢ho acidofilného mlieka na Gcely kfmenia. Z farmaceutického hl'adiska sa vyuziva na
obnovu prirodzeného zlozenia ¢revnej mikroflory po aplikécii antibiotik. Tento druh vyuziva
glykogén, ktory sa uvoliiuje z rozpadajlcich sa epitelov, za vzniku kyseliny mlie¢nej. [19]

Typickym zastupcom tstnej dutiny je L.salivarius. Dal$imi prikladmi mlie¢nych kultr
pouzivajucich sa ako probiotiké su: L.casei, L.rhamnosus, L.plantarum, L.lactis, L.delbrueckii
ssp. bulgaricus, L.helveticus, L.reuteri, L.brevis, L.johnsoni, L,paracasei a L.salivarius. [18]

Obr. 3:Bunky rodu Lactobacillus [40]
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2.1.3 Rod Bifidobacterium

Bifidobaktérie boli vyizolované v roku 1900 Tissierom zo stolice dojéenych deti a nazvané
ako Bacillus bifidus, pretoze mali charakteristicky tvar pismena Y, boli grampozitivne a pocas
rastu neprodukovali plyn. Po¢as nasledujicich 50 rokov vedci navrhovali nové pomenovanie
pre bifidobaktérie. Neskor boli zaradené do samostatného rodu Bifidobacterium. Patria do
kmena Actinobacteria. [20]

Bifidobaktérie maji vyznamnu ulohu v intestindlnom trakte novorodencov, u ktorych
tvori vacSinu Crevnej mikroflory. Nachddzaju sa v tradviacom trakte dospelého ¢loveka, kde
z fermentovanych sacharidov produkuju kyselinu mlie¢nu a kyselinu octovu, ktoré inhibuju
neziaduce baktérie a zlepSuju peristaltiku Criev. [21]

Z morfologického hladiska su nepravidelné, vetviace sa grampozitivne, vac¢Sinou striktne
anaerobne a nepohyblivé. [21] Na Obrazku 4 ana Obrazku 5 st zndzornené bunky rodu
Bifidobacterium.

Vsetky doposial’ popisané druhy sa daju rozdelit do Siestich skupin podla miesta
vyskytu: ¢reva ¢loveka, Ustna dutina, strava, trakt zvierat, trakt hmyzu a odpadné vody. Do
skupiny l'udskych bifidobaktérii zarad'ujeme nasledujuce druhy: B.pseudocatenulatum.

B.catenulatum, B.adolescentis, B.longum, B.infantis, B.breve, B.angulatum, B.bifidum
a B.dentium. Medzi najddlezitejSie probiotické druhy patria B.longum, B.bifidum, B.breve a B
infantis. Vyuzivaju sa aj ako pridavky do mlie¢nych vyrobkov a potravinovych vyrobkov.
[22]

Obr. 4:Bunky rodu Bifidobacterium Obr. 5:Bunky rodu Bifidobacterium
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2.14 Rod Enterococcus

Jedna sa o grampozitivne koky, kultivatne nenarocné. Su pomerne rezistentné k vonkajSiemu
prostrediu. Vyskytuju sa vo dvojiciach alebo v kratkych ret'azcoch, pricom nehomolyzuji na
krvnom agare. Eneterokoky su fakultativne anaerdbne, odolné voci vysokému pH (9,6), rasta
v hypertonickom roztoku NaCl, preziju polhodinové zahriatie na 60°C st schopné rast’ aj za
pritomnosti 40% zI¢i. S odolné voci soliam, detergentom, tazkym kovom, ethanolu, azidom
a vysychaniu. Bezne sa nachadzaju v ¢reve, iny vyskyt je velmi vzéacny. Patria medzi
podmienené patogény. Spdsobuji mocové infekcie, gynekologické zapaly, pooperacné
komplikacie a urosepsu. S znacne rezistentné k antibiotikam. NajzndmejSimi zastupcami su
Enterococcus faecalis, Enterococcus durans a Enterococcus faecium, ktoré byvaji radené
medzi probiotické mikroorganizmy. [23] Na Obrazku 6 a na Obrazku 7 st znazornené bunky
rodu Enterococcus.

Enterococcus faecalis

E faecalis ako fakultativny anaeréb kvasi glukoézu bez produkcie plynu na kyselinu mlie¢nu
a neprodukuje katalyticki reakciu s peroxidom vodika. Na neutrdlnom bujone moze
fermentéciou tvorit’ aj vi¢Sie mnozstvo kyseliny mravcej, octovej a ethanolu. Katabolizuju
glycerol, laktat, malat, arginin a ketokyseliny pricom uvolfiuju do okolia energiu. Okrem
spominanych ochoreni, méze E .faecalis sposobit’ zapal mozgovych blan. [24]

Obr. 6:Bunky rodu Enterococcus Obr. 7:Bunky rodu Enterococcus
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2.1.5 Rod Lactococcus

Lactococcus je rod mliecnych baktérii, ktory kvasi glukdézu na kyseliny mlie¢nu, ktora je ich
hlavnym a jedinym produktom. St to grampozitivne koky, ktoré sa nachadzaju bud’
jednotlivo, v paroch alebo retazcoch. Rod obsahuje kmene schopné rast’ nad alebo pod 7°C.
Tieto organizmy sa bezne vyuzivaju v mliekarenskom priemysle pri vyrobe fermentovanych
mliecnych vyrobkov. M6zu sa vyuzivat ako samotnd kultira alebo ako zmieSané kultary s
rodom Lactobacillus a Streptococcus. Tieto baktérie maju tlohu aj v dochuteni kone¢ného
produktu. Osobitnd pozornost sa venuje druhu Lactococcus lactis subs. cremoris,
Lactococcus lactis subs. lactis a druhu Lactococcus plantarum. Vyuzivaja sa ako Startovacie
kultary v priemyselnych mliecnych kvaseniach, pricom ich ucelom je produkcia mlieka
a mliecnych vyrobkov rychlym okyslenim, ¢o spdsobi pokles pH fermentovaného produktu,
¢o zabrani kazeniu. [25] Na Obrazku 8 ana Obrazku 9 si zndzornené bunky rodu
Lactococcus.

Lactococcus lactis subs. lactis

L.lactis subs. lactis je prvym geneticky modifikovanym organizmom, ktory ako zivy mdze
byt pouzity na lie¢enie Fudskych choréb. Bunky majt vajcovity tvar s dizkou 0,5 — 1,5 um. Je
nesporulujiicou baktériou a su nepohyblivé. Produkuje hlavne L (+) kyselinu mlie¢nu, ale pri
nizkom pH je schopna produkovat’ aj D (-) kyselinu mlie¢nu. Pridanim do mlieka vyuziva
enzymy k tvorbe ATP z laktdzy. Produkovana kyselina mlie¢na zrdza proteiny za vzniku

tvarohu. Vyuziva sa aj pri vyrobe nakladanej zeleniny, piva, vina, niektorych druhov chleba,
sojového mlieka, kefiru a d’alSich. [26]

Obr. 8: Bunky rodu Lactococcus Obr. 9:Bunky rodu Lactococcus
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2.1.6 Rod Leuconostoc

Leuconostoc je rod grampozitivnych baktérii majtcich tvar ovoidnych kokov, ktoré tvoria
dlhé retazce. VsSetky druhy vramci tohto rodu st heterofermentativne asu schopné
produkovat’ zo sachardzy dextran. VSeobecne su povazované za nepatogénne, odolavajice
kyselindm a rastiice pri teplote 18 az 25°C. Spolu s d’al§Simi rodmi ako je Pediococcus
a Lactobacillus st zodpovedné za kvasenie kapusty.

Dalej sa podiela na fermentacii kefiru. [27] Na Obrazku 10 st znazornené bunky rodu
Leuconostoc.

Leuconostoc carnosum

L.carnosum je anaerdbna baktéria vyskytujica sa v zle zabalenom méise. Optimalna teplota
pre rast je 2°C. tato baktéria je schopna inhibovat rast inych baktérii, preto sa vyuziva ako
biologicky konzervaény prostriedok. [27]

Obr. 10:Bunky rodu Leuconostoc
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2.1.7 Rod Pediococcus

Pediococcus je rod grampozitivnych baktérii mlie¢neho kvasenia, ktoré sa zvycajne vyskytuja
v paroch alebo tetrddach. Su homofermentativne a spolu s ostatnymi baktériami sa
zodpovedné¢ za kvasenie kapusty. Su zodpovedné za kontaminiciu piva avina, ale
v niektorych druhoch piva je ich pritomnost’ dolezitad. Produkuju diacetyl, ktory dodava
maslovl alebo karamelovu prichut’ niektorym vinam ako je napriklad Chardoannay. Niektoré
druhy sa vyuzivaju ako ockovacie kultury v silaznych jaméach. [28]

Pediococcus pentosaceus

P.pentosaceus je nepohyblivd anesporulujuca baktéria so striktne fermentativnym
metabolizmom, ktorej hlavnym produktom je kyselina mlie¢na. Rastie pri teplote 40°C,
v rozmedzi pH 4,5 az 8, v 9 az 10% roztoku NaCl a je schopna vyuzivat’ maltézu. Mdze byt
izolovand z rastlinného materidlu alebo zo syra. Vyuziva sa ako Startovacia kultira na
fermentéciu klobas, kukurice, zelenej fazule, sdjového mlieka a na sildz. [28] Na Obrazku 11
su zndzornené bunky druhu Pediococcus pentosaceus.

Obr. 11: Bunky druhu Pediococcus pentosaceus

2.2 PROBIOTICKE VLASTNOSTI BAKTERII

Probiotikda maju velmi vela zdraviu prospesnych vlastnosti, napriklad prispievaji k
zachovaniu rovnovahy a zlozenia ¢revnej mikroflory, chranenie hostitel'ského organizmu pred
infekciou patogénnymi baktériami, napomadhanie obranyschopnosti a zaistenie rovnovahy
mikrofléry hostitel'ského organizmu. Ovplyvnenie zdravotného stavu hostitela moze
prebiehat’ niekol’kymi spdsobmi:

1. Pdsobenim priamo v trdviacom trakte rastom alebo spotrebou Zivin
2. Tvorbou vitaminov alebo d’al$ich latok potrebnych pre hostitel'a

Bolo preukazané, ze c¢innostou probiotickych kultar v traviacom trakte sa zlepSuje
dostupnost’, mnozstvo a stravitelnost’ niektorych zivin ziskanych zo stravy. Na to, aby doslo
k Zelanému efektu, musi probiotikum obsahovat’ ur¢it¢ minimalne mnozstvo baktérii kolonie
tvoriacich jednotiek (CFU) na ddvku. Denn4 davka 10° az 10° CFU sa povazuje za minimalnu
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ucinnu davku pre terapeutické ucely. Okrem davky zéalezi aj na Specifickom kmeni, ktory
dan¢ probiotikum obsahuje. Vyvazena ¢revnd mikroflora zabezpeCuje zdraviu prospesné
funkcie. Jej zlozenie sa pocas zivota meni a zavisi aj na d’alSich faktoroch ako zdravy zivotny
Styl, vyziva, konzumaécia liekov alebo psychicky stav. [12]

Probiotické baktérie sa podiel'aju na lepSej tolerancii potravy, stimuluji ¢revni motilitu,
poOsobia proti patogénnym MO a pozitivne pdsobia aj na iné fyziologické procesy v GIT.
Probiotikd maji klinicky preukazany uc¢inok aj po lieCbe antibiotikmi, kedy je crevna
mikroflora oslabend a znacne redukovana. Dodlezitou ulohou proboitik je stimuldcia
imunitného systému diet'at’a, pretoZze imunitny systém je hlavnym zdrojom vsetkych ochoreni
a zdravotnych problémov. Dalfou vyhodou tychto baktérii, Ze premiefiaju cholesterol
v tenkom ¢reve na neucinnt formu. U pacientov s laktézovou intoleranciou zlepSuju stav tym,
ze laktobacily su schopné Stiepit mliecny cukor (laktézu). Baktérie crevnej mikroflory
zlepSuji vstrebavanie véapniku a podporujii produkciu vitaminov B a K. Probiotikd sa
vyuzivaju aj na liecbu mnohych ochoreni. [29]

23 VLASTNOSTI PROBIOTIKA VHODNEHO PRE POTRAVINARSKY
PRIEMYSEL

Vyber mikroorganizmu vhodného ako probiotikum je podmieneny mnoZstvom rdznych

faktorov. NajddlezitejSie st tieto vlastnosti:

1. Odolnost’ vo¢i pankreatickym enzymom, kyselindm a ZI¢i- podmienkou je prezitie pri
priechode GIT. Aby baktérie prezili v GIT je dblezité, aby boli odolné voci nizkemu
pH, ZI¢i (I'ahko alkalickd) a pankreatickym enzymom (vel'mi alkalické). Tym, ze st
voCi nim odolné, dorazia do hrubého ¢reva neporusené a l'ahSie kolonizuju crevnu
stenu, ¢im zamedzuji mnozeniu Skodlivych baktérii, ako su napriklad Escherichia coli
alebo Salmonella typhimurium.

2. Adhézia k ¢revnej sliznici- umoziiuje imunitni modulaciu, vylucCenie patogénov
a urychlenie hojenia poSkodenej sliznice. Adhézia (prilnavost’) k ¢revnej stene sa deje
pomocou adherentych kmenov probiotickych baktérii, ktoré pretrvavaji v trakte dlhsiu
dobu atym vykazuju lepSie metabolické a imunitné¢ ucinky. Adhézia umoziuje
interakciu so sliznicnym vézivom, pricom sa tak ulahCuje kontakt probiotika
s crevnymi bunkami. Uskutociiuje sa pomocou mukopolysacharidov, proteinov
a lipoglykanov, ako je napriklad kyselina lipoteichoova. Jej rozsah a intenzitu
ovplyviiuje rychlost’ pohybu ¢reva, mnozstvo vytvaraného mucinu (hlienu) a miesto
adhézie.

3. Ludsky pévod- z dovodu Specifickej interakcie s hostitel'om. Cudsky povod je dolezity
pre kontakt s hostitelovymi bunkami. Poddvané mikroorganizmy nesmu byt zdraviu
Skodlivé. Je velmi tazké posudit’ bezpecnost’ nepatogénnych druhov, aj ked st vo
vSeobecnosti laktobacily a bifidobaktérie povazované za bezpe¢né.

4. Zdokumentované ucinky na l'udské zdravie- skutocné, vedecké poznatky o zdravi
prospesnych uéinkoch. Uginok probiotik spoéiva v sitazeni patogénov o Ziviny,
adhézii k ¢revnému epitelu a redukcii pH v tradviacom trakte hostitel'a. Mechanizmus
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ich u¢inku moze spocivat’ aj v tvorbe bakteriocinov, ¢o su zluceniny peptidickej

povahy produkované niektorymi baktériami, ktoré vykazuj antibakterialne vlastnosti.

Probiotika musia mat’ prijatelnu stabilitu a nesmu ovplyviiovat’ chut’ vyrobku. Dalsie doleZité

vlastnosti su:

1. Kyslikova tolerancia- obsah kyslika a jeho prienik cez obal vyrobku sa javi ako

najvyznamnej$i faktor ovplyvilujuci zivotaschopnost’ baktérii vo fermentovanych

mlie¢nych vyrobkoch

2. Odolnost’ voci kyslému prostrediu- bifidobaktérie maju nizsiu toleranciu voci kyslému

prostrediu ako laktobacily, ked’ sa pridavaji do napojov a ovocnych $tiav, ktoré maju

pH 2,5 a7 3,7

3. Odolnost’ voci teplu- baktérie sa najskor musia adaptovat a az potom mozu byt

vystavené teplotnému Soku

4. Schopnost’ rastu v mliecnych zdkladoch- pridanie mlieka alebo mliecnych bielkovin

k traviacim $tavam zvySuje hodnotu pH a zlepSuje podmienky na prezitie MO

Vzhl'adom na to, ze st bifidobaktérie citlivé na kyslik, maju prisnejSie poziadavky na rast
a preto sa technologicky tazSie spracivaju ako laktobacily. [11] V Tabul'ke 2 st uvedené
ziaduce vlastnosti probiotik v komerénych aplikaciach.

Tabul’ka 2: Ziaduce vlastnosti probiotik v komerénych aplikaciach [30]

Kritérium

Vlastnosti

Bezpecnostné kritéria

Patogenita a infek¢nost’

Povod

Virulentné faktory (toxicita, metabolicka aktivita,
vnutorné vlastnosti, rezistencia voci antibiotikdm)

Technologické kritéria

Geneticky stabilné kmene

Zivotaschopnost’ pri spracovani a skladovani

Dobré senzorické vlastnosti

Velkovyroba

Rezistencia voci fagom

Funk¢éné kritéria

Tolerancia ku Zalido¢nym kyselindm

Tolerancia k zI¢i

Adhézia k sliznici

Fyziologické kritéria

Imunomoduléacia

Antagonistickd aktivita

Metabolizmus cholesterolu

Metabolizmus laktdzy

Antimutagénne a antikarcinogénne vlastnosti
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3. PROBIOTIKA V DETSKEJ VYZIVE

Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) a UNICEF odporucaji dojc¢enie novorodencov
pocas prvych Siestich mesiacov zivota. Najdolezitejsie je zaCat’ s dojcenim hned’ prva hodinu
po porode.

V minulosti bolo 'udské mlieko povazované za sterilné, ale neddvne Stadie potvrdili, Ze
obsahuje probiotické baktérie, ktoré¢ sa dojcenim prenaSaju na dieta. Jednd sa najmi
o bifidobaktérie, ktoré pomahaji udrziavat’ zdravu ¢revnu mikrofloru a nadobudnuat’ potrebny
imunitny systém. Klinické testy potvrdili, Ze viac ako 85 % vzoriek mlieka obsahovalo
bifidobaktérie. V Tabulke 3 su uvedené hlavné bakteridlne rody, druhy a DNA sekvencie
izolované z materského mlieka.

Materské mlieko je druhovo Specifickd biologickd tekutina, ktora obsahuje velké
mnozstvu pre Zivot potrebnych nutrientov ako st imukonompetentné bunky, imunoglobuliny,
polyaminy, oligosacharidy, lysozym, laktoferin, glykoproteiny, karbohydraty, esencialne
mastné kyseliny, proteiny, vitaminy a mineraly. Literatira uvadza, Ze materské mlieko
obsahuje pre dieta vela nestravitelnych Zivin, ktoré sa vSak podiel’aju na tvorbe Crevnej
mikrofléry. NajlepSim prikladom toho st oligosacharidy obsiahnuté v mlieku (HMOs), ktoré
priamo nedodavaju energiu a materidl potrebny na stavbu buniek, ale napomahaju rastu
niektorych ¢revnych baktérii, najma bifidobaktériam. Okrem bifidobakérii, prenasa matka na
dieta pocas dojcenia aj baktérie patriace do rodu Lactobacillus, Staphylococcus
a Enterococcus. Materské mlieko prispieva k znizeniu vyskytu a zdvaznosti réznych infekcii
napriklad produkciou antimikrobialnych latok, zlepSuje funkciu crevnej bariéry zvySovanim
produkcie mucin a zniZuje ¢revnl priepustnost. Oligosacharidy, glukéza a galaktdza chrania
dieta pred hnackovymi ochoreniami, respiranymi chorobami a inhibuju patogenitu Vibrio
cholerae, Campylobacter jejuni, E.coli a Streptococcus pneumoniae. [31,32]

Tabulka 3: Hlavné bakteridlne rody, druhy a DNA sekvencie izolované z materského mlieka
[31]

Metoda Hlavné druhy a rody

Bakterialna izolacia | L.acidophilus, L.fermentum, L.plantarum, L.gasseri, L.rhamnosus,
L.lactis, L.salivarius, L.reuteri, L.casei, L.helveticus, E faecium,

L faecalis, B.adolescentis, B.bifidum, B.breve, B.longum,

P pentosaceus

DNA detekcia L .fermentum, L.gasseri, L.rhamnosus, L.lactis, E faecalis, E faecium,
B.longum, B.adolescentis, B.animalis, B.bifidum, B.breve

Ak matka z nejakého doévodu nemoze dieta kojit, existuji na trhu dojéenské mlie¢ne
formuly, ktoré musia spifiat’ poziadavky Smernice 91/321/EEC eurdpskeho spologenstva
o vyrobe, zlozeni a distribucii zakladnych vyzivovych formtl. Vd’aka hromadeniu poznatkov
doslo ku vzniku upravenych, dokonalejSich zékladnych mlie¢nych formul, ktorych vyzivna
hodnota je skoro na urovni porovnatel'nej s materskym mliekom. Délezité je produkcia tzv.
terapeutickych mliecnych formul, ktoré st svojim zloZzenim urcené priamo pre deti so
Specifickymi zdravotnymi problémami ako je napriklad alergia na bielkoviny kravského
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mlieka, nizka pérodna hmotnost’ alebo gastroezofagovy reflux. Vyber formul zévisi od veku
dietata a od zdravotného stavu. Vyrdbaju sa najmid z kravského mliecka anésledné sa
upravuju.
Mlie¢ne formuly sa rozdel'uju podl'a veku dietat’a na:
a) Pociatocné formuly urcené pre dojcatd vo veku od 0 do 5. -6. Mesiaca. Jedna sa
o humanizované formuly na baze kravskych bielkovin. Musia obsahovat’ vylu¢ne
laktozu a nesmie sa do nich pridavat’ bezlepkovy skrob, sezamovy a I'anovy ole;.
b) Pokracujuce formuly sa moézu nasadit’ vtedy, ak dieta dostava aspon jednu
nemliecnu zlozku vyzivy (po ukonceni 4.mesiaca umelo Zzivenych deti a po
6.mesiaci u dojcenych deti). M6zu obsahovat’ aj sachar6zu, su na baze kravského
mlieka vo forme fortifikovanej Zzelezom, nesmu obsahovat’ med a lepok.
¢) Junior mlieko, sluzi na vyzivu deti od konca prvého do treticho roku zivota.
Obsahuju zelezo, jod, vitamin D a probiotika. [33]

NajcastejSie sa ako probiotikd v mliecnych formuldch vyuzivaji B.lactis Bbl2,
L.rhamnosus GG, L.acidophilus NCFM a L.reuteri DSM 17938.
Lactobacillus rhamnosus GG ma pozitivny ucinok v prevencii atopického ekzému, redukuje
priznaky nekrotizujicej enterokolitidy a pdsobi preventivne voc¢i patogénom pdsobiacim
v ¢revnej mikroflore a zlepSuje ¢innost’ imunoglobulinu A. Lactobacillus acidophilus NCFM
znizuje priznaky nachladnutia a chripky. Lactobacillus reuteri DSM 17938 urychluje
vyprazdnovanie a zlepSuje uclinok lieckov na detski hnacku. Bifidobacterium animalis
subsp.lactis Bb12 zmiernuje priznaky hnacky a podrazdenia zalidka po liecbe antibiotikami
u 6-mesacnych deti. [34]

Okrem mlieka a mlie€nych formul mdze dieta jest’ aj nesladené jogurty, v ktorom sa ako
Cisté kultury Streptococcus thermophilus, Streptococcus salivarius a Lactobacillus delbrueckii
ssp.bulgaricus. Inhibuji enteropatogény ako su FE.coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus a Clostridium perfingens. [33,35]

V obdobi 6-7 mesiacov sa do vyzivy zavadzajiu ovocné a zeleninové Stavy a ovocné
davky. Ovocie azelenina su zdravé potraviny, ktoré obsahuju vldkninu, antioxidanty,
mineraly avitaminy aneobsahuji alergény. Vedci ucinnymi kontrolovanymi zmenami
pozmenili matrice ovocia a zeleniny, ¢im sa stali idedlne pre probiotické baktérie. Vo vyvoji
sa vyuzivaju hlavne L.acidophilus, L.casei, L.plantarum, L. fermentum, L.rhamnosus
a B.bifidum. Mrkvova $tava obsahuje Lactobacillus confusus. [33,35]

Maiso sa pridava do vyzivy po doviSeni 6- 7 mesiaca zivota. Musi byt dobre tepelne
opracované, nesmu sa podavat’ parky, salamy a pastéty. Méso obsahuje bielkoviny, vitaminy
a zelezo, ktoré je dolezité¢ pre tvorbu Cervenych krviniek. Nedostatok tychto zivin vedie
k poruchdm rastu, chudokrvnosti a poruchdm vyvoja nervového systému. Okrem tychto
dolezitych latok obsahuje miso aj BMK druhov L.acidophilus, L.gallinarum, L.johnsonii
a L.gasseri. Iné misové vyrobky moze dieta jest’ az po dovisSeni 5 roku zivota. [33,35]
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V jednom roku zivota mézu rodicia zacat’ podavat’ detom tvrdé syry, ktoré maji vysoku
vyzivovi hodnotu, kde sa ako probiotické baktérie vyuzivaju Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii ssp.bulgaricus a L.casei. [33,35]

Postupne by mali byt zavadzané aj ostatné potraviny. DoviSenim 3.roku Zivota sa strava

dietat’a zacina podobat’ strave dospelého ¢loveka. Do vyzivy sa pridaju probiotické potraviny
ako su cerealne vyrobky alebo ¢okolada.
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4 CIEL PRACE

Ciel'om teoretickej Casti prace bolo pojednat’ o probiotickych mikroorganizmoch a ich
vlastnostiach, vratane vlastnosti probiotika vhodného pre potravindrsky priemysel.

Ciel'om experimentalnej Casti bola izolacia DNA z probiotickych vyrobkov (BioLac Baby
a Probacilium+) s vyuzitim magnetickych nosi¢ov a pomocou polymerazovej ret'azove;j
reakcie preukdzat’ pritomnost’ bakteridlnej DNA.
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II.

5

EXPERIMENTALNA CAST

MATERIAL A METODY

5.1 PouZité probiotické potravinové doplnky

BioLac Baby
Doplnok stravy pre deti

Vyrobca: Probiotical S.p.A.
Via E Mattai, Novara, Taliansko

Sarza:14001

Détum spotreby: 03.2016

Zlozenie: Lactobacillus plantarum LPO1, Bifidobacterium breve BR0O3, kukuri¢ny olej,
oxid kremicity

Deklarované mnozstvo buniek: 108 CFU v dennej davke (5 kvapiek)

Probacilium+
Doplnok stravy pre deti

Vyrobcea: Caliaplus, s.t.0.
Ceskoslovenskych letcov 53 A
080 06 Lubotice, Slovensko

Krajina povodu: Ceské republika

Sarza: 72SUNS3

Détum spotreby: 10.11.2016

Zlozenie: Bacillus coagulans (Lactobacillus sporogenes), maltodextrin (plnidlo),
fosforecnan vapenaty E341 (protihrudkujtca latka), stearan hore¢naty E470b,
transparentna Zelatinova kapsula

Deklarované mnozstvo buniek: 6x10® CFU v jednej tabletke

5.2 DNA kontrolnych bakterialnych kmernov
V priebehu prace bola ako pozitivna kontrola pouzitda DNA z probiotického kmena:

Lactobacillus gasseri K7

5.3 Chemikalie

Agaréza pre elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

DNA §tandard Malamité (Malamité, Moravské Prusy, CR)

SDS (dodecylsulfat sodny) (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)

Ethanol 70% (Penta, Chrudim, CR)

Ethanol 96% (Penta, Chrudim, CR)

EDTA (ethyléndiamintetraoctova kyselina) (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)
Fenol (Lachema, Brno, CR)

Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)
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Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA)

Chloroform (Lachema, Brno, CR)

Izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lyzozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

Tris-baza (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)
PEG 6000 (polyethylén glykol)

5.4 Roztoky

Roztoky boli pripravované podla skript Spanovej a Ritticha (2010). [36]

5.4.1 Roztoky pre lyzu bakterialnych buniek

0,5M EDTA (pH 8,0)

186,1 g EDTA bolo rozpustenych v 800 ml destilovanej vody za staleho mieSania na
magnetickej mieSacke. pH bolo upravené pomocou NaOH na 8,0. Roztok bol doplneny
do objemu 1 I destilovanou vodou, rozdeleny do alikvotnych podielov a sterilizovany

v autoklave 20 minut pri 121 °C.

1 M Tris-HCI (pH 7,8)

12,1 g Tris-bazy bolo rozpustenych v 80 ml destilovanej vody. Pomocou koncentrovane;j
HCI bolo pH upravené na 7,8. Roztok bol doplneny destilovanou vodou do objemu 100
ml a sterilizovany v autoklave 20 minut pri 121 °C.

Lyzaény roztok A

Roztok bol pripraveny zo zasobnych roztokov 1 M Tris-HCI (pH 7,8) a 0,5 M EDTA (pH
8,0). Bolo zmieSanych 10 ml Tris-HCI (pH 7,8) a 1 ml EDTA (pH 8,0). Roztok bol
doplneny destilovanou vodou do objemu 100 ml.

Lyzaény roztok B
K lyza¢nému roztoku A bol pridany lyzozym na vyslednu koncentraciu 3,0 mg/ml.

20% SDS

20 g SDS bolo rozpustenych v 80 ml sterilnej destilovanej vody pri teplote 68 °C. Roztok
bol doplneny do 100 ml destilovanou vodou. Sterilizacia roztoku nebola nutna. Roztok
bol uchovany pri laboratorne;j teplote.

Proteinaza K (1 mg/ml)

10 mg proteinazy K bolo rozpustenych v 10 ml sterilnej destilovanej vody. Roztok bol
rozdeleny do alikvotnych podielov a uchovany pri teplote -20 °C.
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5.4.2 Roztoky pre fenolovii extrakciu

e Fenol
Destilovany fenol (pH 7,8) nasyteny v TE pufti.

e 3 M octan sodny (pH 5,2)
V 800 ml destilovanej vody bolo rozpustenych 408,1 g trihydratu octanu sodného.
Pomocou I'adovej kyseliny octovej bolo pH upravené na 5,2. Roztok bol doplneny
destilovanou vodou do 1 000 ml a sterilizovany 20 minut v autoklave pri 121 °C. Roztok
bol rozdeleny do alikvotnych podielov a uchovany pri teplote -4 °C.

e TE pufor
Roztok bol sterilne pripraveny zo zasobnych roztokov 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M
EDTA (pH 8,0). Bolo zmiesanych 1 ml Tris-HCI (pH 7,8), 200 ul EDTA (pH 8,0) a 98,8
ml destilovanej vody.

5.4.3 Roztoky pre separaciu DNA magnetickymi nosi¢mi

e  Magnetické nosice Fkol 77 ox P(HEMA-co-GMA) (2 mg/ml)
Vlastnosti magnetickych Castic su uvedené v Tabulke 4.

Castice boli syntetizované na UMGAU CR, Praha, Ing. D.Novékova, CSc.

Tabul’ka 4: Vlastnosti magnetickych Castic

Castica Polymér Fe (%) Dn Dw PDI -COOH (mM/g)

Fkol 77 ox P(HEMA-co-GMA) | 10,02 2,23 2,42 1,81 0,76

5.4.4 Komponenty pre PCR

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

e  10xPCR Blue Buffer (Top-Bio, Praha, CR)

e Zmes dNTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

e  Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
e Taq DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

5.4.5 Roztoky pre agarézovu gélovu elektroforézu

e 0,5 x TBE pufor
54 g Tris-bazy a 27,5 g kyseliny boritej bolo rozpustenych v 600 ml destilovanej vody.
Bolo pridanych 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok bol doplneny
do 1 000 ml. TBE pufor bol pred pouzitim 10x nariedeny na vyslednt koncentraciu.

e Nanasaci pufor Yellow load (6x koncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR)

¢ Fluorescencné farbivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)
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5.5 Pomécky a pristroje

e Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)

e  Centrifiiga MINI Spin 13 400 min™!' (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e Hybridiza¢na pec Micro Hybridization Incubator 2000 (Sci Gene, Sunnyvale,USA)

e Laboratérne vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

e  Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Pol'sko)

e  MikrovInna rira SMW 2320 (SENCOR, CR)

e  NanoPhotometer (Implen, Munchen, Nemecko)

e  Thermocycler PTC — 200 (BIO-RAD Lab., USA)

e Transluminator TVR-3121 (Spectroline, Albany, USA)

e Zariadenie pre elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)

e Zdroj elektrického napétie pre elektroforézu Enduro 300V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

e Laboratorne sklo, umelohmotny material a ostatné laboratérne pomocky

5.6 Metody
Uvedené postupy boli robené podl'a skript Spanovej a Ritticha (2010). Niektoré postupy boli
Ciastoéne pozmenené podla odporiiéani doc. RNDr. Aleny Spanovej, CSc.

5.6.1 Priprava hrubych lyzatov

e Zvyrobku boli sterilne odobraté 2 kapsule, ktoré boli utreté ethanolom a rozobrané.
Z vyrobku bol dvakrat odpipetovany 1 ml. K prasku a ku kvapkdm bol pridany lyzacny
roztok B s lyzozgmom (3 ml na 1 g prasSku). Vzorky bol rozsuspendované a inkubované
pri laboratornej teplote 1 hod.

e Nasledne bolo k 500 pl vzorky prasku pridanych 25 pl 20% SDS a5 pl proteinazy K
(100 pg/ml). K 500 pl vzorky kvapiek bolo pridanach 25 pl 20% SDS a 5 ul proteinazy K
(100 pg/ml).

e Hrubé lyzaty buniek boli uchovavané pri teplote -20 °C, aby sa prediSlo moZnej
degradacii DNA.

5.6.2 Izolacia DNA fenolovou extrakciou

e K 500 pl hrubého lyzatu buniek bol pridany rovnaky objem fenolu. Zmes bola kyvavym
pohybom opatrne premie$avana po dobu 4 minut. Cas bol merany.

e  Vzorky boli centrifugované pri 13 400 ot/min po dobu 3 minut.

e Nasledne bola odobrand vodna faza do Cistej Eppendorfovej skimavky.

e K vodnej fazy s DNA bolo pridanych 700 pl zmesi chloroform-isoamylalkohol (24:1)
a zmes bola kyvavym pohybom opatrne premiesavana po dobu 4 mintit. Cas bol merany.

e  Vzorky boli centrifugované pri 13 400 ot/min po dobu 3 minut.

e Nakoniec bola odobrana vodna faza s DNA do Cistej Eppendorfovej skimavky.
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5.6.3 Zrazanie DNA ethanolom

K 200 pl vzorky DNA bolo pridanych 10 pl 3 M octanu sodného a vzorka bola
premiesana.

Nésledne bolo pridanych 800 pl 96% ethanolu, zmes bola premieSand a DNA bola
zrazand po dobu 15 mintt pri teplote -20 °C.

Zmes bola centrifugovand pri 13 400 ot/min po dobu 15 minlt a po centrifugécii bol
supernatant opatrne odliaty.

Sediment DNA bol vysuseny v exikatore po dobu 20 mintt.

Izolovand DNA bola rozpustena v 50 ul TE pufru.

Takto pripravena DNA bola pouzita pre spektrofotometrické meranie a PCR.

5.6.4 Izolacia DNA pomocou magnetickych mikrocastic z hrubého lyzatu buniek

Do Eppendorfovych skimaviek bola namieSand separacnd zmes podla Tabulky 5,
pricom bolo dodrzané presné poradie jednotlivych komponent.

Po zmieSani vSetkych komponent sa zmes 15 mintt inkubovala pri laboratornej teplote.
Nésledne bola zmes umiestnend do magnetického separatora, pricom boli magnetické
Castice separovan¢ po dobu 15 minut pri laboratornej teplote.

Supernatant bol odobraty do d&istej Eppendorfovej skiimavky. K supernatantu bolo
pridanych 500 pl 70% ethanolu.

Vzorka bola premieSana a magnetické castice boli separované po dobu 2 minut
v magnetickom separatore.

Ethanol bol odobrany a zvySny ethanol bol odpareny pri laboratérnej teplote.

Izolovana DNA naviazand na magnetické Castice bola eluovana do 100 ul TE pufru pri
laboratornej teplote po dobu 30 minut.

Castice boli separované po dobu 2 miniit pomocou magnetického separatora a eluat
obsahujuci DNA bol odobrany do ¢istych Eppendorfovych skimaviek. Takto pripravena
DNA bola pouzité pre spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA.

Tabulka 5: ZloZenie zmesi pre izolaciu DNA pomocou magnetickych mikrocastic

Poradie Komponenty Objem (nl)
l. Sterilnd voda 100
2. 5 M NaCl 400
3. DNA (lyzat buniek) 100
4. 40% PEG 6000 200
5. Magneticky nosic¢ 100

5.6.5 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie DNA

Koncentracia izolovanej DNA bola merana spektrofotometricky pristrojom
NanoPhotometer, pricom ako referen¢na vzorka bol pouzity TE pufor.

V zavislosti na ocakavanej koncentracii DNA bolo vybraté viecko (lid) s odpovedajucimi
parametrami pre NanoPhotometer.
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Bola merand absorbancia vrozmedzi vinovych dizok 220 — 320 nm. Z hodnoty

absorbancie Azeo bola stanovend koncentracia DNA a z pomeru A2eo/A2s0 bola urcena
Cistota DNA.

5.6.6 Agarozova gélova elektroforéza bakterialnej DNA

Do Erlenmeyerovej banky bol pripraveny 0,8% agarézovy gél z 0,4 g agardzy a 50 ml
0,5x TBE pufru. Zmes bola dokladne rozvarena v mikrovilnnej rare a po vychladnuti asi
na 60 °C bolo pridanych 2,5 ul fluorescencného farbiva GoldView.

Zmes bola naliata do vanicky s hrebetiom, kde 30 minut tuhla. Po stuhnuti bol hreben
opatrne vytiahnuty.

Na polyethylénovej podlozke bolo zmieSanych 15 pul DNA a3 pl nandSaného pufru.
Zmes bola nanesend do komory gélu.

Vanicka s gélom bola vlozena do elektroforetickej vane a prevrstvend 0,5x TBE pufrom.
Elektroforéza prebiehala pri 60V asi 1 hodinu.

Zafarbeny gél pol pozorovany na transluminatore v UV svetle.

5.6.7 Polymerazova ret’azova reakcia

Pred pouzitim boli vSetky komponenty rozmrazené, premiesané a scentrifugované.

Bolo pripravenych 25 pl zmesi pre PCR s matricou DNA zo vsetkych vzoriek. Zmes pre
PCR bola pripravena v boxe, ktory bol vyziareny UV lampou. Komponenty pre PCR boli
zmieSané v poradi uvedenom v Tabul'ke do 200 pl Eppenderfovych skiimaviek.

Bola pripravena negativna kontrola, kde namiesto 1 pl DNA matrice bolo k 24 ul PCR
zmesi pridany 1 ul vody pre PCR.

Bola pripravena pozitivna kontrola, kde obsahovala DNA matricu (10 ng/pl)
bakteridlneho kmena Lactobacillus gasseri K7.

Vzorky obsahujtiice vSetky komponenty boli premieSané a po kratkej centrifugéacii boli
umiestnené do termocykleru, na ktorom bol nastaveny Specificky amplifikacny program
podl'a Tabulky 6.

Po skonceni PCR reakcie boli vzorky pouzité pre detekciu produktov PCR pomocou
gélovej elektroforézy na 1,8% agar6zovom géli.

Tabul’ka 6: Zlozenie zmesi pre PCR

Poradie Komponenty Objem (uD) p L PCR
Bacteria
l. Voda pre PCR 19,0
2. 10x reakény pufor kompletny 2,5
3. Zmes ANTP (10 mM) 0,5
4. primery (10 pmol/ul) 0,5
5. primery (10 pmol/ul) 0,5
6. Tag DNA-polymeraza (1U/ul) 1,0
7. Matrica DNA (10 ng/ul) 1,0
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Tabulka 7: Zoznam amplifika¢nych programov

Doména Bacteria
program EUBACTER
94 °C 5 min
94 °C 30s
55°C 30s 30 cyklov
72 °C 1 min
72 °C 5 min

PCR pre doménu Bacteria

Pre doménu Bacteria bola pouzita PCR s primery F eub a R eub. Sekvencia primerov

je uvedena v Tabulke.

Tabul’ka 8: Specifické primery pre doménu Bacteria [36]

Primery Sekvencia primerov (5°- 3") Velkost’ produktov PCR
F eub TCC TAC GGG AGG GAG GAGT 466 b
R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTAATCCTGTT P

5.6.8 Detekcia produktov PCR pomocou agarézovej gélovej elektroforézy

Do Erlenmeyerovej banky bol pripraveny 0,8% agarézovy gél z 0,4 g agardzy a 50 ml
0,5x TBE pufru. Zmes bola dokladne rozvarend v mikrovlnnej rure, po vychladnuti na
60 °C bolo k zmesi pridanych 2,5 ul fluorescencného farbiva GoldView.

Zmes bola naliata do vanic¢ky s hrebefiom, kde bola ponechana 30 minut na stuhnutie. Po
stuhnuti bol hreben opatrne odobraty.

Produkty PCR boli premiesané a kratko scentrifugované. Ku kazdému produktu PCR
bolo pridanych 5 pl nandsacieho pufru.

Do komory gélu bolo nanesenych vzdy 20 pl zmesi produktu PCR a nanaSaného puftru.
Do jednej komory bolo nanesenych 5 pl Standardu (100 bp rebricek).

Vanicka s gélom bola vloZena do elektroforetickej vane a prevrstvena 0,5x TBE pufrom.
Elektroforéza prebiehala pri napiti 80V asi 2,5 hodiny.

Po skonceni elektroforézy bol gél pozorovany na transluminatore v UV svetle.
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6 VYSLEDKY

6.1 Izolacia DNA z probiotickych produktov

Hrubé lyzaty buniek z probiotickych kvapiek a probiotickych tabliet boli pripravené podla
kapitoly 5.5.1. Z vyrobku, ktory obsahovali tabletky, boli pouzité dve kapsule. Z vyrobku,
ktory obsahoval kvapky, bol odpipetovany 1 ml dva krat. Vzorky lyzatov buniek boli
uchovavana pri -20 °C, aby sa predoslo moznej degradacii DNA.

Izolacia DNA z hrubych lyzatov bola spravend metddou fenolovej extrakcie uvedenej
v kapitole 5.5.2 a metddou izolacie DNA pomocou magnetickych castic Fkol 77 ox, ktorej
postup je uvedeny v kapitole 5.5.4. Pritomnost’ a relativna intaktnost DNA bola overena
pomocou agarozove] gélovej elektroforézy podla postupu uvedeného v kapitole 5.5.6. Na
obrazku mozno vidiet’ pritomnost’ vyizolovanej DNA.

™2

Extrachromozossalna
DNA -

Obr. 12 Agarozovd gélovd elektroforéza s izolovanou DNA

—Z kvapiek vyrobku BioLac Baby bola izolovand DNA metodou fenolovej extrakcie.
Izolovand DNA je v kvalite vhodnej pre PCR. Po amplifikacii DNA boli preukézané
Specifické produkty PCR pre doménu Bacteria, ktoré boli roznej intenzity.

6.2 Spektrofotometrické stanovenie Cistoty a koncentracie DNA

U vzoriek s DNA izolovanej fenolovou extrakciou a pomocou magnetickych castic bola
spektrofotometricky zmerana absorbancia v rozmedzi vinovych dizok 220-320 nm a bola
stanovend koncentrécia a Cistota DNA podla postupu uvedeného v kapitole 5.5.5. U vyrobku
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BioLac Baby a u vyrobku Probacilium+ boli prvé dve vzorky izolované fenolovou extrakciou
adalSie dve vzorky boli izolované pomocou magnetickych castic. Vysledky
spektrofotometrického stanovenia su uvedené v Tabulke 9.

Tabul'ka 9: Spektrofotometrické stanovenie DNA izolovanej fenolovou extrakciou
a magnetickymi nosi¢mi v dvoch opakovaniach

Metéda A c
Vyrobok izolacie A230nm | A260nm | A280nm | A320nm
DNA 260nm/A280nm [ng/pl]
Fenolova 0,482 0,551 0,352 0,022 1,603 264
BioLac Baby extrakcia 0,418 0,690 0,378 0,005 1,836 343
Magnetické | 0,120 0,120 0,090 0,035 1,545 42,5
nosice 0,012 0,032 0,026 0,003 1,261 7,25
Fenolova 1,177 0,639 0,616 0,088 1,044 276
Probacilium+ extrakcia 1,108 0,474 0,517 0,039 0,910 218
Magnetické - 0,019 0,016 0,007 1,333 3
nosice - 0,019 0,015 0,006 1,444 3,25

—Z kvapiek vyrobku BioLac Baby bola izolovand DNA metdédou fenolovej extrakcie
o koncentracii 264 az 343 ng/ul apomocou magnetickych castic bola izolovana DNA
o koncentracii 7,25 az 42,5 ng/ul. Z kapsul vyrobku Probacilium+ bola izolovana DNA
metddou fenolovej extrakcie o koncentracii 218 az 276 ng/ul a pomocou magnetickych Castic
bola izolovand DNA o koncentracii 3 az 3,25 ng/ul. Z pomeru Azeonm/A280nm Vyplyva, ze
DNA bola znecistena proteinmi.

6.3 Polymerazova ret'azova reakcia

Po zmerani koncentracie DNA boli vzorky s vy$Sou koncentraciou DNA nariedené na
koncentraciu 10 ng/pl. Vzorky, ktorych koncentracia bola 3, 3,25 a 7,25 ng/ul nariedené
neboli. Vzorky boli pripravené na pouZitie pre amplifikaciu v PCR.

Pritomnost’ bakteridlnej DNA bola overena metédou PCR s primérmi Specifickymi pre
doménu Bacteria podla postupu uvedeného v kapitole 3.5.7. Vysledky PCR pre fenolovu
extrakciu, pozitivnu a negativnu kontrolu a magnetické Castice st uvedené na Obrazku. Ako
pozitivna kontrola bola pouzitda DNA bakteridlneho kmena Lactobacillus gasseri K7

(10 mg/ul).
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Obr. 13:Agarozovd gelovd elektroforéza produktov PCR
Specifického pre doménu Bacteria.

Tabul’ka 10: Detekcia produktov PCR

Metoda .
Beh DNA Vyrobok Vzorka DNA Detekc‘l‘;‘é’lg"d“kt“

izolacie

1 Pozitivna kontrola silna

2 Negativna kontrola slaba

3 . 1 silna

4 Fenolova BioLac Baby 2 silna

> extrakcia Probacilium+ 3 slaba -

6 4 nedetegovany

7 ) 1 zretel'na

8 Magnetické BioLac Baby 2 slaba

9 Gastice . 3 zretel'na

10 Probacilium-+ 4 zretel'na

11 DNA Standard

—Bola izolovand DNA v kvalite vhodnej pre PCR. Pre amplifikaciu DNA boli preukézané
Specifické produkty PCR pre doménu Bacteria. Produkty PCR boli v roznej intenzite.
Pozitivna kontrola poukazala na silnt detekciu produktu PCR a negativna kontrola bola slabo
detegovana, ¢o mohlo byt spdsobené zlym namieSanim zmesi pre PCR. U vyrobku BiolLac
Baby bola DNA izolovana metodou fenolovej extrakcie silne detegovand au vyrobku
Probacilium+ bola DNA izolovand metdédou fenolovej extrakcie v piatom behu slabo
detegovana a v Siestom behu nebola detegovand. U vyrobku BioLac Baby bola DNA
izolovand pomocou magnetickych castic v siedmom behu zretel'ne detegovanid a v 6smom
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behu slabo detegovana. U vyrobku Probacilium+ bola izolovand& DNA pomocou
magnetickych Castic v deviatom a desiatom behu zretel'ne detegovana.

35



7 DISKUSIA

7.1 Izolacia DNA z potravinovych doplnkov pre deti

Z dvoch potravinovych vyrobkov pre deti (BioLac Baby a Probacilium+) bola izolovana
DNA metdédou fenolovej extrakcie snaslednym zrazanim ethanolom a pomocou
magnetickych ¢astic Fkol 77 ox P(HEMA-co-GMA). Podla spravenej agardzovej gélovej
elektroforézy bola dokézana pritomnost’ DNA. [36]

Amplifikacné metody su najcastejSie vyuzivanymi metddami identifikacie baktérii a st
zalozené na analyze nukleotidovej sekvencie kodujucej 16S rRNA alebo oblasti medzi génmi
pre 16S rRNA a 23S rRNA. [37]

Na zistenie koncentracie a Cistoty nukleovych kyselin bola zmerand absorbancia na
NanoPhotometre v rozmedzi vlnovych dizok 230-320 nm. Cistota DNA bola stanovena
z pomeru absorbancii Azsonm/A280nm @ mal by sa pohybovat’ medzi 1,8 az 2,0. Ak je tento
pomer mensi ako 1,8, vzorka obsahuje proteiny. Ak je tento pomer vacsi ako 2,0, vzorka
obsahuje RNA. [38] Tento pomer izolovanej DNA metodou fenolovej extrakcie sa pohyboval
v rozmedzi 0,910 az 1,836 apomer izolovanej DNA pomocou magnetickych castic sa
pohyboval v rozmedzi 1,261 az 1,545. Z vysledkov merania vyplyva, Ze vzorky obsahovali
urc¢ité mnozstvo proteinov. Pre amplifikaciu v PCR boli vzorky nariedené na 10 ng/ul, preto
boli nariedené aj proteiny, ktoré by inak mohli interferovat’ v PCR. [36]

Koncentracia DNA bola stanovend z hodnoty Azeonm. Koncentracia izolovanej DNA
metodou fenolovej extrakcie sa u vyrobku BiolLac Baby pohybovala v rozmedzi 264 az
343 ng/ul auvyrobku Probacilium+ sa pohybovala vrozmedzi 218 az 276 ng/ul
Koncentracia izolovanej DNA pomocou magnetickych castic sa u vyrobku BioLac Baby
pohybovala vrozmedzi 7,25 az 42,5 ng/ul auvyrobku Probacilium+ sa pohybovala
v rozmedzi 3 az 3,25 ng/ul.

Z vysledkov vyplyva, Ze koncentracia DNA mé velké rozmedzie, ale bola vyizolovana
v koncentrécii a istote vyhovujicej PCR.

7.2 Dokaz pritomnosti bakterialnej DNA

DNA bola izolovana v kvalite vhodnej pre PCR a pritomnost’ bakteridlnej DNA bola
preukazana v potravinovych doplnkoch pre deti pomocou PCR pre doménu Bacteria so
Specifickymi primérmi F-eub a R-eub podla programu EUBACTER. Po amplifikécii boli
agarozovou gélovou elektroforézou na 0,8% agar6zovom géli detekované Specifické produkty
PCR, ktoré mali r6znu intenzitu a mali velkost’ 466 bp. R6zna intenzita produktov PCR sa da
vysvetlit’ rtdznym mnoZzstvom DNA v pouzitej zmesi PCR.
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8 ZAVER

Teoretickd Cast’ bakalarskej prace sa zaoberd vyvojom jednotlivych nazorov na probiotika,
kultirami pouzivanymi ako probiotika, ich vlastnostami a pozitivnymi G¢inkami na ¢loveka.
Popisuje osidlovanie gastrointestinalneho traktu od narodenia a baktérie traviaceho traktu
v spojitosti s prirodzenou mikroflérou a vplyv probiotik na jej kvalitu. Praca blizsie
charakterizuje jednotlivé baktérie mliecneho kvasenia a ich vlastnosti, ktoré si dolezité pre
potravinarsky priemysel a komer¢né vyuzitie. Rozsiahla Cast’ prace je venovana vyzive deti
od narodenia a probiotikam, ktoré sa vyuzivaji v detskej vyzive. Okrem prirodzenych
probiotik ako je materské mlieko, existuju rozne formuly na baze materského mlieka alebo
rdzne potravinové doplnky pre deti, ktoré maju preukdzatel'ny ucinok na ich zdravie.

V experimentalnej Casti bakalarskej prace bola izolovand DNA z dvoch potravinovych
vyrobkoch pre deti (BioLac Baby a Probacilium+). Izolacia DNA v kvalite vhodnej pre
polymerazovu retazovu reakciu bola pripravend metdodou fenolovanej extrakcie s naslednym
zrazanim ethanolom. Pomocou primérov Specifickych pre doménu Bacteria bola vo
vyrobkoch preukézana pritomnost’ bakterialnej DNA.
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