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ABSTRAKT

Baktérie mlie¢neho kvasenia st vyznamnou skupinou baktérii s probiotickymi u¢inkami, ktoré
nachadzaju uplatnenie v potravinarskom priemysle a farmakologii. Identifikdcia a
charakteristika vyznamnych probiotickych kmetiov ma zésadny vyznam pre validaciu
probiotickych ~ vyrobkov na komeréné pouzitie. Ich identifikacia s vyuzitim
molekularno-biologickych metdd (najcastejsie s vyuzitim metédy PCR) patri k standardnym
nastrojom v komer¢nych prevadzkach.

Ciel'om tejto bakalarskej préce je literarna reSer$ o probiotikach a probiotickych kmenoch ako
aj zhrnutie sucasnych poznatkov o vyuziti molekularno-biologickych metdd pre identifikaciu
tychto bakteérii s probiotickymi vlastnostami v mlieénych vyrobkoch. Experimentalna Cast’ tejto
prace overi vyskyt probiotickych baktérii deklarovanych na vybranych komerénych mlie¢nych
produktoch pomocou metddy polymerazovej retazovej reakcie (PCR).

ABSTRACT

Lactic acid bacteria are considered as an important group of bacteria with probiotic effects,
which are being widely used in the food industry or pharmacology. Identification and
characterization of important probiotic strains play an essential role in the validation of
probiotic products for commercial purposes. Their identification using molecular-biology
techniques (most commonly PCR method) is one of the standard tools in commercial operations
and services.

The aim of this bachelor thesis is a literature review of probiotics and probiotic strains as well
as a summary of current knowledge about the use of molecular biology techniques for
identification of these bacteria with probiotic properties in dairy products. The experimental
part of this work verifies the presence of probiotic bacteria declared on selected commercial
dairy products using the polymerase chain reaction (PCR) method.

KEUCOVE SLOVA
Probiotikda, Lactobacillus, izolacia DNA, PCR, jogurtové produkty

KEYWORDS

Probiotics, Lactobacillus, isolation of DNA, PCR, yoghurt products
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1 UvOD

Crevna mikrofléra alebo mikrobiota je obrovska bakterialna komunita, ktord v 'udskom
tele hra vel'mi ddleziti tlohu a ovplyviluje imunitny systém cloveka. V I'udskom organizme
pIni mnoho dolezitych Uloh pri zabezpecovani spravnej funkcie traviaceho traktu. Jej hlavnou
ulohou je to, ze obsahuje ochranni bariéru, ktora chrani traviaci trakt pred napadnutim cudzich
mikrébov. Vo vSeobecnosti sa baktérie ¢revnej mikroflory rozdel'uju na baktérie, ktoré moézu
byt uzito¢né pri podpore lI'udského zdravia, a na baktérie, ktoré mézu zapri¢ifiovat’ vznik
rozli¢nych chordb, od 'ahkych zapalov az po r6zne chronické ochorenia a poruchy traviaceho
traktu. Medzi tymito baktériami musi byt ista rovnovéha. [1]

Probiotické baktérie, ktoré sa nachddzaju aj v mlieénych vyrobkoch, s na trhu
S potravinami pre spotrebitel'ov uz niekol’ko desiatok rokov. Ich priaznivé Gc€inky na ¢loveka
preukazali nespocetné stadie a klinické testy. [2,3,4] Tieto dosved¢uju pozitivne vlastnosti
probiotickych baktérii hlavne v spojitosti s trdviacim traktom a imunitnym systémom. Ide
najma o zlepsenie a prevenciu proti infekénym chorobam traviacej sustavy ¢i udrziavanie
spravnej rovnovahy ¢revnej mikroflory. [5]

Ak sa na potravinach a inych potravinovych doplnkoch uvadza, Ze su obohatené
o0 probiotické baktérie, je potrebné to preukazat’ vedeckymi metoédami. Na identifikéciu
probiotickych baktérii sa najcastejSie pouzivaju molekularno-biologické metddy, ktoré su
zalozené na manipuldcii, analyze a amplifikacii DNA. Medzi tieto metddy patri aj
polymerazova retazova reakcia (PCR). [6]



2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika probiotickych mikroorganizmov

Probiotické mikrooganizmy su definované ako mikroorganizmy, u ktorych bolo zisteng,
ze maju pozitivny dopad na crevnu mikrofloru svojho hostitela. U cloveka sa tieto
mikroorganizmy najcastejSie vyskytuju v gastrointestinAlnom trakte. Na dosiahnutie ich
priaznivych u¢inkov musia byt’ schopné prezitia a naslednej kolonizacie v traviacom trakte.
Z hradiska zastupenia su tieto mikroorganizmy najcastejsie bakterialneho alebo pripadne mene;j
roz$ireného kvasinkového charakteru. Medzi najrozSirenejSie probiotické baktérie patria
baktérie z rodu Lactobacillus alebo Bifidobacterium. [5]

2.1.1 Rod Lactobacillus

Do rodu Lactobacillus patria rozne grampozitivne (G*) fakultativne anaerébne baktérie
ty¢inkovitého tvaru. Prirodzene sa tieto baktérie nachadzaju napr. v ovoci, mlieku, vine
a v obilnych zrnéch. Taktiez sa niektoré zname druhy pouzivaji ako Startovacie kultiry vo
fermentovanych mlie¢nych produktoch alebo v zelenine. [6]

U cloveka sa bezne tieto baktérie nachadzaju v gastrointestinalnom trakte a spolu
s bifidobaktériami su jednymi z prvych baktérii ktoré kolonizujui ¢revo novorodenca. Su
hlavnou skupinou baktérii mlie¢neho kvasenia (LAB), ktoré fermentaciou premienaju
hex6zové cukry na kyselinu mliecnu. Pri vzniku kyseliny mliecnej vznikd kyslé prostredie,
ktoré inhibuje rast Skodlivych baktérii, ¢o napomaha lepSiemu skladovaniu potravin.
Laktobacilom bola v minulosti uz venovana mimoriadna pozornost’ vzhl'adom na ich vlasnosti,
ktoré podporuju zdravie ¢loveka. Vd’aka zvysenej tolerancie laktobacilov ku kyselinam, zI¢i,
nizkemu pH a ich schopnosti k adhézii povrchu ¢revnych stien st schopné prezit’ v 'udskom
tele. Medzi ich najpouzivanejSich zastupcov patri L. acidophilus, L. casei, L. rhamnosus
a L. delbrueckii subsp. bulgaricus, ktory sa prevazne vyskytuje v jogurtoch. [7]

2.1.2 Rod Bifidobacterium

Baktérie z rodu Bifidobacterium su charakterizované ako grampozitivne baktérie (G¥),
ty¢inkovitého tvaru. St prisne anaerdbne, hoci niektoré druhy moéZzu tolerovat’ nizky obsah
kyslika. Mozu sa vyskytovat’ bud’ samostatne v retazcoch, alebo v pripade cielenej kultivécie
v laboratériu sa vyskytuja v palisadovych uporiadaniach. Va¢sina objavenych bifodobaktérii,
bolo izolovanych z gastrointestinalneho traktu zvierat a I'udi, pripadne z potravin. [8]

Roznorodost’ a dobra rezistencia bifidobaktérii ako aj laktobacilov na zalido¢né
kyseliny a zI¢ im zabezpeCuje dobré prezitie v traviacom trakte cloveka. V savislosti
s probiotikami sa najcastejSie z rodu Bifidobacterium pouzivaju baktérie z kmenov:
Bifidobacterium infantis, B. adolescentis, B. animalis subsp. animali, B.animalis subsp. lactis,
B. bifidum, B. longum a B. breve. [7]



NajrozsirenejSie baktérie z rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a d’alsie baktériec mlie¢neho
a nemliecneho kvasenia, ktoré su povazované za probiotické mikroorganizmy su popisané v

Tab 1. [9]

Tab. 1:

Mikroorganizmy povaZzované za probiotika [9]

Lactobacillus

Bifidobacterium

Ostatné baktérie
mlieéneho kvasenia

DalSie baktérie
nemlieéneho kvasenia

L. acidophilus | B. adolescentis Enterococcus faecalis Bacillus cereus var. toyoi
L. amylovorus B. animalis Enterococcus faecium Escherichia coli strain nissle
; . : Propionibacterium
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis fr%udenreichii
L. crispatus B. breve Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces cerevisiae
L. delbrueckii . . . T i,
subsp. B. infantis Pediococcus acidilactici Saccharomyces boulardii
bulgaricus
i ; Sporolactobacillus
L. allinarum B. lactis pora aciona
: Streptococcus
L. gasseri :
g B. longum thermophilus
L. johnsonii
L. paracasei
L. plantarum
L. reuteri

L. rhamnosus

2.2 Probiotika

Probiotika sa definuju ako zivé mikroorganizmy, ktoré pri dostato¢nom podavani maju
pozitivny u¢inok na mikrofléru 'udi alebo zvierat [10].

Probiotika musia spinat tieto zakladné predpoklady:

ok wdE

Musia mat’ identifikovany rod, druh a kmen pouzitého mikroorganizmu.
Musia byt’ bezpecné pri vyuziti v potravinach.
Pouzité probiotické kmene musia byt’ schopné prezit’ v gastrointestinalnom trakte.
Probiotické kmene dokazu produkovat’ antimikrobialne latky.

Maju schopnost’ antagonizovat’ patogénne baktérie.

Ich prospesné vlastnosti musia byt overené klinickymi §tadiami. [10]



V probiotikych doplnkoch sa najcastejSie vyuzivaju baktérie mlie¢neho kvasenia
z rodov Lactobacillus, Bifidobacterium alebo pripadne nepatogénne druhy zrodu
Streptococcus. [10]

Taktiez sa pouziva prevazne kombindcia aspon dvoch roznych bakterialnych kmertiov,
hoci ani pouzitie jedného nie je nezvycajné. Tato nekonzistentnost’ sa asto pripisuje tomu, Ze
pri pouziti zmesi viacerych bakterialnych kmeniov moéze dojst’ K lepsim a efektivnejs$im
vysledkom. [1]

2.3 ProspesSné vlastnosti a ucinky probiotik v klinickych Studiach

Prospesné vlastnosti a ucinky probiotik na zdravie hostitel’'a st zalozené na priamom
antagonistickom efekte vo vztahu k Specifickym skupindm mikroorganizmom. lde napr.
0 zvySenie produkcie antimikrobidlnych latok, 0 zvySenu stimuldciu imunitnej odozvy
organizmom, o adhéziu na ¢revny povrch epitelov a nasledni obranu pred patogénnymi
mikroorganizmami. [11]

Vyskum a klinické Stadie preukazali, ze uvedené pozitivne ucinky probiotik zavisia
predovsetkym od selektivity pouzitého kmena, od ich mnozstva, od druhu choroby a od
hostitel'a. Niektoré mechanizmy, pod ktorymi prebichaju tieto ucinky, boli objasnené len do
istej miery. Ich suc¢ast'ou moze byt napr. Uprava a zmena pH v ¢reve, tvorba receptorovych
miest, Zivin a rdznych rastovych faktorov, pripadnd stimulacia imunomodula¢nych buniek
a produkcia laktazy. [8]

Za ucelom zistenia efektivity probiotik pri lietbe $pecifickych onemocneni spojenych
najma s gastrointestinalnym traktom sa uskuto¢nili mnohé klinické Stadie, ktoré preukéazali
pozitivne vlastnosti probiotik. Z nich popiSeme tri najrozsirenejsie. [12]

2.3.1 Aplikédcia probiotik pri ochoreni traviaceho traktu v sdvislosti
s antibiotikami

Probiotika sa aplikuju predovSetkym pri ochoreniach alebo aj ako prevencia pred
ochoreniami traviaceho traktu spdsobenymi antibiotikami. Hlavny symptom, ktory sprevadza
ochorenia traviaceho traktu, je diarea (hnacka), sp6sobend aplikéciou antibiotik. Klinickeé studie
dokazali, ze pri pouzii probiotickych baktérii zrodu Lactobacillus, konkrétne kmena
Lactobacillus rhamnosus, bol tento kmen schopny prezit a formovat kolonie
v gastrointestindlnom trakte aj pocas antibiotickej liecby, ¢o malo za nasledok ustUpenie
priznakov diarey u vicsiny pacientov. Klinické stadie jasne ukazuju, Ze probiotikd maju
dolezitd ulohu pri prevencii diarey v suvislosti s uZivanim antibiotik pri nedostatku
rezistentnych baktérii v gastrointestinalnom trakte. [12]

2.3.2 Aplikacia probiotik pri zapalovych ochoreniach ¢riev

V stvislosti so zapalovymi ochoreniami ¢riev, medzi ktoré mdze patrit’ napr. ulcerézna
kolitida alebo Crohnova choroba boli vykonané klinické stadie a testy, pri ktorych pacienti
stymito z&palovymi ochoreniami uzivali probiotika. Kombindciou probiotik a vhodnej
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Specifickej lie¢by doslo k efektivnejsej liecbe a k lepsim vysledkom. V pripade vylu¢ného
uzivania probiotik, no bez Specifickej lieby tychto zapalovych ochoreni, neboli pozorované
ziadne zlepSenia. [12]

2.3.3 Aplikécia probiotik pri laktézovej intolerancii

Laktdzova intolerancia je choroba, pri ktorej je organizmus neschopny travit' laktozu
z dbévodu nizkej hladiny enzymu laktazy. K symptomom ochorenia patri: naduvanie,
nevolnost, kice v bruchu a diarea. Pri testovani pacientov s laktdzovou intoleranciou sa
podavali probiotické produkty, ktoré obsahovali baktérie z rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium. Pacientom, ktorym sa podavali produkty obohatené o probiotické kmene,
mali znizené symptomy laktdézovej intolerancie a zlepSené travenie laktozy. To by
nasved¢ovalo tomu, ze probiotika mbézu znizovat’ koncentraciu laktozy vo fermentovanych
produktoch a zvySovat aktivitu enzymu laktazy tym, ze vstupuji do tenkého ¢reva. [13]

2.4 Probiotiké v potravinach

Potraviny obohatené o probiotické kmene sa prvykréat objavili na trhu koncom 80. rokov
v Japonsku. Spociatku sa oznacovali ako tzv. funkéné potraviny, pretoze okrem zvysSenych
nutricnych hodnét tychto potravin, boli tieto potraviny prospesné aj pre zdravie spotrebitelov.
To spdsobilo ich rychle rozsirenie do USA a do Europy. Z legislativneho hlradiska sa potraviny
obohatené o probiotické baktérie delia do viacerych podkategorii, a to na zaklade hlavnej
zlozky potraviny. Vysledna kombindcia potraviny s probiotickymi kmenimi v§ak nesmie nijako
negativne ovplyvnit’ vysledny produkt. [14]

2.4.1 Probiotické mlie¢ne produkty

Medzi najviac rozsirené probiotické produkty medzi spotrebitelmi patria mliecne
produkty a iné fermentované produkty. St to predovsetkym pasterizované mlieko,
fermentované mlieko, jogurty a syry. Pozitivne u¢inky a chut’ mlie¢nych produktov st hlavnym
dévodom ich vysokej spotreby v réznych komunitach. Dalsim dévodom je fakt, ze mlieko je
vynikajuce médium na vytvaranie fermentovanych produktov. Mlieko pozitivne pdsobi aj na
vyrovnanie Crevnej mikroflory, ked” napomaha prezit probiotickym baktéridam
v gastrointestinalnom trakte ¢loveka. Najoblibenejsim fermentovanym mlie¢nym produktom
je jogurt. Okrem chuti s spotrebitelia obozndmeni aj o ich pozitivnych téinkoch, Ze obsahuju
Startovacie kultury, ktoré mozu byt 'ahko obohatené probiotickymi kmenmi. [15]

2.4.2 Probiotické nemlie¢ne produkty

Z dovodu narastajucich pripadov laktézovej intolerancie alebo z dévodu pritomnosti
roznych alergénov v mlie¢nych produktoch sa stdle viac dostavaju do popredia probiotické
produkty, ktoré neobsahuju mlieko. Ide najmé o ovocie, zeleninu, dzasy, Stavy a rézne vyrobky
z obilnin. V porovnani s mliecnymi produktami maju tieto produkty nizSie nutriéné hodnoty,
avSak sU bohaté na sacharidy, vitaminy, minerdly a vlakninu. U ovocia a zeleniny
Zivotaschopnost’ probiotickych baktérii zavisi hlavne od pouzitého probiotického kmena, od

11



pritomnosti kyslika a od vyslednej kyslosti. V praxi sa osved¢ilo pouzitic probiotickych
kmenov L. casei alL.rhamnosus. Obilniny si zasa zname tym, Zze obsahuji plno
nestravite'nych oligosacharidov, ktoré mézu plnit’ funkciu substratov pre probiotické kmene z
rodu Lactobacillus a Bifidobacterium. [15]

2.5 Prebiotika

Prebiotikum sa definuje ako nestravitel'na zlozka potravin, ktora ma pozitivny dopad na
zdravie hostitela tym, ze selektivne podporuje rast a aktivitu jednej baktérie alebo
obmedzeného mnozstva baktérii v gastrointestindlnom trakte. Pozorovanim a testami sa
preukazalo, Ze niektoré zlozky prebiotik vyvolavaju $pecifickit modulaciu ¢revnej mikrobioty,
¢o napomaha vicésej pritomnosti bifidobaktérii a laktobacilov, ¢im sa znizuju potencialne
Skodlivé baktérie. [16]

Tieto hlavné zlozky prebiotik sG s vynimkou inulinu prevazne nestraviteIné
oligosacharidy, ktoré pozostavaju z 3 az 10 uhl'ovodikovych monomérnych jednotiek. Tieto
oligosacharidy sa prevazne ziskavaji bud’ priamou extrakciou z prirodnych zdrojov, alebo
enzymatickou hydrolyzou z polysacharidov. Oligosacharidy sa nachadzaju aj v potravinovych
prisadach.

V poslednych dvoch desatro¢iach sa skimali dopady prebiotik na zdravie spotrebitel'ov.
V ramci $tadii probiotickych baktérii a prebiotickych oligosacharidov vznikol novy koncept
kombinujuci probiotika a prebiotikd pod ndzvom symbiotika. [5]

2.6 Zakladné metddy identifikacie baktérii

V stcasnosti existuje nespoCetné mnozstvo technik a metdd, ktorymi sa stanovujl
jednotlivé druhy neznamych baktérii. Vo vSeobecnosti sa rozliSuju dve hlavné metddy:
fenotypické a molekularno-biologické metody. Fenotypické metddy su jednoduchsie, no nie su
presné. Molekulérno-biologické metddy si naproti tomu vyzaduju technické vybavenie, ale su
rychlejsie a presnejsie. [17]

2.7 Fenotypické metody

Fenotypické metody sO vo vicsine pripadov zaloZzené na kombinacii viacerych
jednoduchsich technik, ktoré nasleduju za sebou V urcitych usporiadaniach. Tieto metddy su
jednoduché a na ich stanovenie sa pouZivajii 'ahko dostupné prostriedky. Casto sa overuju
P'udskym okom alebo pod mikroskopom. Na ich identifikéciu je potrebna izolacia ¢istej vzorky.
Ich spolahlivost’ zavisi od zistenia a porovnavania jednotlivych morfologickych znakov
a vlastnosti mikroorganizmov so znakmi a vlastnostami, ktoré st charakteristické pre dany
druh. V pripade nejasnosti sa mozu eSte pouzit’ d’alsie jednoduché testy, ako napr. absorpcia
farbiv na rozlisenie grampozitivnych a gramnegativnych bakterii, ktora na zaklade daného
sfarbenia potvrdi, o aky typ baktérii sa jedna. [17]
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V porovnani s molekulérno-biologickymi  metdédami vsak fenotypické metody
nezohladnuju niektoré dolezité aspekty pri identifikacii selektivnejSich kmenov u niektorych
druhov. Ide opredovsetkym o presnost, reprodukovatelnost’ a pripadné mozné sledovanie
metabolického stavu buniek. [8]

2.8 Molekularno-biologické metédy

Molekularno-biologické metody st novodobé metddy, ktoré sa zacali rozvijat
povécésine koncom minulého storocia. VSeobecne by sa mohli definovat’ ako metddy, ktoré sa
zaoberaju identifikaciou mikroorganizmov na molekuldrnej Urovni. PresnejSie sa venuju
detekcii Specifickych cielovych sekvencii DNA alebo RNA pomocou amplifika¢nych
procesov. Tieto metody, ktoré sa vyznacuju presnost'ou, rychlost'ou a citlivostou, nachadzaju
Coraz vicsie uplatnenie a stdle viac nahradzaju zastaralé fenotypické metddy. Osvedcili sa
najma pri skamani mikroorganizmov, u ktorych je nemozné zistit’ pévod na zaklade vonkajsich
charakteristik a spravani mikroorganizmov, alebo pri ktorych je nemozna, alebo vel'mi obtiazna
kultivacia invitro. [18] Medzi tieto metddy patri napr. polymerazova retazova reakcia,
nahodna amplifikicia polymorfnej DNA (RAPD), polymorfizmus dizky restrikénych
fragmentov (RFLPs) a polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov (AFLPS). [19]

2.8.1 Polymerazova ret’azova reakcia

Polymerazovu retazovu reakciu objavil v polovici 80. rokoch 20. storo¢ia Kary Mullis,
ktory za to obrdzal Nobelovu cenu v roku 1994. Tento objav priniesol obrovské vyhody pre
vedecky vyvoj Vv oblasti molekularno-biologickych  metéd. Ide predovsetkym
0 sekvenovanie gendmu a expresiu genov v rekombinantnych systémoch. Okrem analyzy
a identifikacie mikroorganizmov, v st¢asnosti nachadza PCR najma uplatnenie pri diagnostike
roznych chordb a pri detekcii réznych patogénov, pripadne pri klonovani DNA
fragmentov. [20]

PCR technika umoznuje priamo mnozit’ urcity zvoleny usek DNA vymedzeny vézbou
dvoch jednovlaknovych oligonukleotidov, ktoré sa oznacuji aj ako primery. Zaklada sa na
vyuzivani vlasnosti termostabilnych DNA-polymeréz izolovanych z termofilnych bakteérii. Ich
teplotné optimum je 72 °C. [21]

2.8.1.1 Princip PCR

Na zaciatok PCR je potrebné pripravit' reakénti zmes, ktord obsahuje templatovd
dsDNA, primery, dNTPs, reak¢ny pufor, PCR vodu, DNA-polymerazu a horecnaté iony. [22]
Dalsi postup PCR by sa dal zhrnut do troch hlavnych krokov:

1. Zahriatie na 94 — 95 °C, pri ktorom dochadza k denaturacii ¢sDNA.

2. Ochladenie na 50 — 65 °C, pri ktorom sa umozni nasadnutie primerov na miesta
vyskytu komplementarnej DNA.
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3. Zahriatie na 72 °C, pri ktorom dochazdza k aktivacii termostabilnych polymeréz,
ktoré rozpoznavaju vol'né 3'-konce a syntetizuju novy retazec podl'a denaturovanej
templatovej DNA v smere 5'—>3'. [21]

Tento princip PCR v 3 krokoch je zndzorneny na Obr. 1: [23]
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Obr. 1: Schéma priebehu PCR [23]

Princip retazovitosti spo¢iva v tom, Ze vysSSie uvedené tri kroky sa niekolkokrat
opakuju, pricom s kazdym tymto cyklom sa pocet produktov zdvojnasobi. Celkova rychlost’
PCR zélezi na dizke jednotlivych krokov a na kvalite termocykleru. Po skonéeni reakcie sa este
amplikony (produkty amplifikacie) deteguja gélovou elektroforézou. Nasledne je mozné na géli
identifikovat’ tieto amplikony o danej dizke s porovnanym dizkovym $tandardom. [21]

Napriek obrovskym mnozstvam vyhod ma PCR metoda aj ur¢ité nevyhody. Najvacsou
nevyhodou je, ze akdkol'vek kontaminacia vzorky moZze narusit, inhibovat’ alebo poskytnut’
nepravdivé vysledky. [22] Taktiez pouzivané DNA-polymerazy nemaju korektorskd aktivitu
a nie st schopné opravit’ vlastné chyby, ktoré mézu urobit’ behom aplifikacie DNA. Tento
problém neplati v pripade, ak chceme zistit’ iba dizku alebo pritomnost’ sekvencie vymedzenej
primermi. [21]

2.8.1.2 Real-time PCR

Istym typom PCR je metdda real-time PCR, ktora umoznuje detekciu a kvantifikaciu
PCR produktov v tzv. realnom Case, t. j. v priebehu celej PCR reakcie, a nie az po jej skonceni.
Je vhodna pri kvantifikacii va¢sieho mnozstva sekvencii DNA, a preto v porovnani s obyc¢ajnou
PCR ma jednoduchsie pouzitie a hlavne omnoho krastiu dobu detekcie. U PCR produktov sa
vyuzivaju fluorescencné farbiva, primery, pripadne fluorescencne znac¢ené hybridizacné sondy.
Pri vyhodnoteni PCR produktov sa sleduje intenzita fluorescenéného signalu, ktord sa zvysuje
s narastajucim mnozstvom PCR produktu. T4 je nésledne analyzovana Specialnym pristrojom,
v ktorom zaroven prebicha PCR, ¢ize amplifikacné useky DNA sa nemusia stanovovat
elektroforeticky. [22]
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Touto metddou je mozné stanovit’ Specifické druhy probiotickych baktéri v jogurte
s citlivostou na 10° CFU ml?, ¢o je dostatoéné mnoZstvo na detekciu, ked’Ze tieto produkty
obsahuju zvy¢ajne 10— 102 CFU ml probiotickych baktérii. [6]

2.9 Extrakcia DNA

Dolezity krok u vaésiny molekuldrno-biologickych metdd, ktoré sluzia k identifikécii
mikroorganizmov, je extrakcia genomovej DNA. Spravna aplikacia molekularnych metod na
akékol'vek vzorky si vyzaduje Specialny postup extrakcie a Cistenia za ucelom ziskania
nukleovej kyseliny a odstranenia rozli¢nych kontaminantov, ktoré by mohli inhibovat’ alebo
narusit’ proces molekularnych metdéd. Aj volba vhodnej metédy za ucelom extrakcie DNA
zavisi od pozadovanej ¢istoty DNA, od vytazku a ¢asovej naro¢nosti danej metddy. [24]

Proces extrakcie DNA prebicha v niekol’kych krokoch:
1. Priprava bunkovych lyzatov.
2. Odstranenie proteinov a RNA a d’alSich kontaminantov.
3. Pouzitie spravnej extrakénej metody. [25]

Medzi najpouzivanejsie metody extrakcie DNA patria:
1. Fenol-chloroformova extrakcia.
2. Adsorpcia na pevnej faze. [25]

2.9.1 Fenol-chloroformova extrakcia

Fenol-chloroformovéa extrakcia patri k standardnym metédam, ktoré sa pouzivaji na
extrakciu DNA. Tuto metodu ako prvy popisal v roku 1956 Kirby, ktory ju pouzil na izolaciu
DNA z tkaniv cicavov. Na jeho popise extrakcie sa zaklada fenol-chloroformova metdda, ktora
sa s ur¢itymi modifikaciami aplikuje dodnes. [26]

Na uskutocnenie tejto metddy je na zaciatku potrebny bunkovy lyzat s pridanou
proteazou K. Je mozné odstranit’ aj RNA nukleové kyseliny pridanim RN&zy. Po naslednom
zmieSani fenolu a chloroformu s bunkovym lyzatom a po odstredeni ddéjde k vzniku rozhrania
organickej fazy a vodnej fazy. DNA zostava vo vodnej faze, pricom bunkové makromolekuly
sa rozdelia v organickej faze. Vodna faza sa potom opatrne presunie do inej nadoby, no bez
narusSenia tohto rozhrania. Pri izolacii DNA mo6Ze byt vodnéd fiaza opakovane extrahovana
zmesou fenolu a chloroformu, pri¢om sa vytvori jasnejsie a priesvitnejSie rozhranie. Nakoniec
sa DNA vo vodnej faze extrahuje roztokom zmesi chloroformu a izoamylalkoholu, az kym sa
neodstrani zbytkovy fenol. DNA sa vyzraza pomocou etanolu alebo izopropanolu za
pritomnosti octanu sodného. [25]

Vyizolovand DNA ma obvykle vysokd koncentraciu a vytaznost, a preto patri
k spol'ahlivym metdédam pri izolacii DNA. Metdda fenol-choroformovej extrakcie je vSak
¢asovo naro¢na a vyzaduje aj istl odbornost’ a skusenosti, ked’ze kvantita a kvalita vytazku
zavisi od rychlosti a preciznosti prace. Z hladiska toxicity sa tato metoda zarad’uje medzi
rizikovejSie metody, ked’ze fenol a chloroform su toxické latky. [27]

15



2.9.2 Adsorpcia na pevnej faze

Adsorpcia na pevnej faze je metdda extrakcie DNA zaloZena na selektivnej adsorpcii
DNA na pozitivne nabitom sklenenom vlakne alebo na kremicitej membrane za pritomnosti
vysokych koncentrécii chaotropickych soli. Bunkovy lyzat je aplikovany na membrénovy filter,
kde dochadza k selektivnemu viazaniu molekul DNA, zatial' ¢o bunkové proteiny a iné
zliCeniny prechédzaju filtrom. Na ulahCenie a zrychlenie filtrdcie sa casto pouziva
odstred’ovanie, pripadne vakuum. Metdda sa pouziva prevazne iba s amplifika¢nymi metodami,
pri ktorych sa vyizoluje iba malé mnozstvo DNA. Tato metdda tiez nevyzaduje zrazanie a
rehydratdciu DNA na odstranenie soli a inych kontaminujdcich latok. Koncentracia finalnej
eluovanej DNA byva vacsinou eSte upravovana pridanim rézneho mnozstva eluatu — pufru
alebo roztoku. [25]

Na adsorbcii na pevnej faze je zaloZena vacsina komerénych Kitov, ktoré sluzia na
izolaciu DNA. Vo vseobecnosti patri medzi rychle a pohodIné metédy, pricom celkovy postup
moze byt rbzne optimalizovany, no jej najvac¢sou nevyhodou je cena. [21]

2.10 Stanovenie koncentracie a ¢istoty DNA

Pre spravnu manipulaciu s nukleovymi kyselinami treba poznat’ ich presna koncentraciu
vo vzorke. DNA sa stanovuje najcastejSic spektrofotometricky pripadne fluorimetricky.
U spektrofotometrickych meraniach sa meria intenzita absorpcie ziarenia v latke o jednotkovej
hribke a nazyva sa absorbancia (A). Tato veli¢ina je bezrozmerné ¢islo a rovna sa zapornému
dekadickému logaritmu hodnoty transmitancie. [28]

2.10.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty DNA

Pri spektrofotometrickom merani koncentradcie sa zaznamenava priebeh spektra
v rozmedzi 220 — 320 nm. Maximum absorbancie pre nukleové kyseliny DNA a RNA je pri
260 nm, u proteinov je pri 280 nm. Cistota vzorky sa vyjadruje pomerom hodnét absorbancii
A260/A280. [29]

Pri merani Cistoty DNA platia tieto pomery absorbancii (A):

A (260 nm) / A (280 nm) (1,8 —2,0) — ¢ista DNA

A (260 nm) / A (280 nm) (<1,8) — DNA je obsahuje proteiny

A (260 nm) / A (280 nm) (>2,0) — DNA je znecistena RNA [29]

V pripade pouzitia fenol-chloroformovej metody pri extrakcii DNA je potrebné tiez
zaznamenat' absorbanciu pri 230 nm, pretoze v tejto hodnote sa fenol absorbuje
najintenzivnejSie. Aby sa mohlo povedat’, Ze vzorka neobsahuje stopy fenolu, musi platit’ pomer
absorbancii absorbancii Azzonm << Azsonm. [29]
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2.11 Gélova elektroforéza

Gelova elektroforéza patri medzi Standardné metddy, ktoré sa pouzivaju na separaciu,
identifikaciu proteinov a nukleovych kyselin. Je zalozena na migracii molekdl v zavislosti na
ich velkosti. Mensie molekuly migruji rychlejSie cez gélovd matricu, pretoze TlahSie
prechadzaju poérmi v géli. To vSetko prebicha pod vplyvom elektrického pol'a a v zavislosti od
ich naboja. Molekuly DNA maju zaporny naboj, preto v elektrickom poli putuji od zapornej
elektrody ku kladnej. Pri pouziti gélovej elektroforézy na detekciu produktov PCR sa tieto
produkty nanasaji do jamiek v géli spolo¢ne s nanasacim pufrom. Tento nanasSaci pufor, ktory
je zalozeny na baze glycerolu alebo sachardzy, zvySuje hustotu roztoku DNA za ucelom
lepSieho usadenia vzoriek v jamkach a tiez zabranuje rozpusteniu vzoriek po zaliati pufrom. So
vzorkami sa zaroven nanasaju aj urcité fragmenty DNA s presne definovanou vel’kostou, na
zaklade ktorych je mozné stanovit velkosti ostatnych produktov PCR. [30] Néslednou
vizualizaciou vzoriek DNA sa napokon ziskaju kvalitativne aj kvantitativne informéacie o
vzorkéch.

V sucasnosti sa na gélovl elektroforézu najcastejSie pouzivaju gély na baze agardzy
alebo polyakrylamidu. [25]

2.11.1 Koncentrécia gélu

Koncentracia pouzitého gélu zavisi od velkosti fragmentov, ktoré¢ sa maju rozlisit.
Vseobecne plati, ze ¢im je nizSia koncentracia gélu, tym rychlejSie migruju jednotlivé
fragmenty DNA. Na oddelenie velkych fragmentov DNA sa pouZziva nizka koncentracia gélu
a opa¢ne. Koncentracia daneho gélu sa vyjadruje ako percento daného gélu v pomere k objemu
tImivého roztoku. [30]

2.11.2 Agarozovy gél

Agardza je prirodny linearny polymér extrahovany z morskych rias, ktory vyplyvom
vodikovej vazby pri zahrievani a naslednom ochladeni vytvara gélovd matricu. Pre jeho
netoxické vlastnosti patri medzi najviac oblibené médium na separaciu stredne velkych a
vel'kych nukleovych kyselin so $irokym rozsahom oddel’'ovania. Hlavnou nevyhodou tohto gélu
je, ze v porovnani s inymi gélmi ma niz$iu rozliSovaciu schopnost. Pouzivana koncentracia
agarozy vo vztahu k rozsahu velkosti DNA je uvedend v Tab. 2 [30]

Tab. 2: Koncentricia agar6zového gélu vzladom k rozsahu velkosti DNA [30]

Koncentrécia agardzy Rozsah vel’kosti DNA (bp)
0,2 5000 — 40000
0,4 5000 — 30000
0,6 3000 — 10000
0,8 1000 — 7000
1,0 500 — 5000
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15 300 — 3000
2,0 200 — 1500
3,0 100 — 1000

2.11.3 Polyakrylamidové gély

Polyakrylamidové gély st chemicky zosietované gély, ktoré vznikaju polymerizaciou
akrylamidu. V porovnani s agar6zovymi gelmi maju vacsiu rozliSovaciu schopnost’ a dokazu
spracovat’ vdcSie mnozstva DNA bez vyraznejSej straty. Taktiez ziskand DNA
z polyakrylamidovych gélov je mimoriadne ¢ista. Hlavnou nevyhodou polyakrylamidovych
gélov vsak je, ze nepolymerizovany akrylamid patri medzi neurotoxické latky a ich priprava si

obvykle vyzaduje va¢siu naro¢nost’ a manipulaciu. [30]
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3 CIEL PRACE

Ciel'om prace bolo izolovat DNA z baktérii mlie¢neho kvasenia z jogurtovych vzoriek
pomocou dvoch vybranych metod izolacie DNA (fenol-chloroform a OMNI Bacterial DNA
komer¢ny kit).

Dalsim cielom bolo zhodnotit' kvalitativne a kvantitativne parametry vyizolovanej

DNA pomocou spektrofotometrie (NanoDrop). Nakoniec sa dokazala pritomnost” bakterialnej
DNA a baktérii z rodu Lactobacillus pomocou PCR.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité jogurtové vyrobky obsahujuce probiotické baktérie

ACTIVIA —biely jogurt s bifidokultarou
Vyrobca: DANONE a.s.
Vinohradska 2828/151

130 00 Praha 3, Ceska republika
Déatum spotreby: 19.06.2020

Zlozenie (100g): mlieko, mlie¢ne bielkoviny, kultiry a Bifidus ActiRegularis®

Nasytené mastné kyseliny.....2,2 ¢

Sacharidy ......c.ccooevevveieennenn, 519
Bielkoviny.........ccoovviiinnnnn. 45¢g
STe) G 0,159
VapNniK.......ccoovvveiicccee, 148 mg

Selsky jogurt — biely jogurt s bifidovou a acidofilnou kultdrou
Vyrobca: MIékarna Kunin a.s.
742 53 Kunin 291, Cesk4 republika

Déatum spotreby: 20.06.2020

ZlozZenie (100g): mlieko, mlie¢na bielkovina, jogurtova kultara, kultdra Bifidobacterium

a Lactobacillus acidophilus (10°/g)
Nasytené mastné kyseliny.....2,3 g

Sacharidy ........ccceoevveiieennenn, 4,2 ¢
Bielkoviny.......c.ccoovviviiennne. 3,80
STe) G 0,10 g
VapNniK.......oocooeeeeiicccee, 120 mg

Selsky jogurt (HOLLANDIA) — biely jogurt s kultdrou BiFi
Vyrobca: Hollandia Karlovy Vary, s.r.o.,

Prazska 673

431 51 Klasterec nad Ohfi, Ceska republika

Déatum spotreby: 22.06.2020
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Zlozenie (100g): mlieko, mlie¢na bliekovina, jogurtova kulttra, kultura Bifidobacterium a

Lactobacillus acidophilus (10°/g) s

Nasytené mastné kyseliny.....2,7 ¢

Sacharidy ......ccccovevvvieiinennenn, 45¢g
Bielkoviny.......c.cccooviiinnns 3,79
) RIS 0,12 ¢

Vsetky uvedené vyrobky boli pouzité pred uvedenym datumom spotreby.

4.2 Pouzité pomodcky a pristroje

Centrifga miniSpin plus 14 500 min™* (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Laboratorne vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

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

Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, Varsava, Pol'sko)

Eppendorfové skimavky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Omni DNA Mini kolény (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

Zberné skamavky (2 ml) (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

Mikrovinna rara PROLINE SM117

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

Nanodrop 2000c UV-vis spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
DNA/RNA UV-Dekontamina¢ny box (UVC/T-AR)

Exikator (KIF LAB Freiburg, Nemecko)

Termo-Shaker (TS-100C BioSan, Riga, Latvia)

Zariadenie pre elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)

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

Rotor-Gene 6000 (Corbett Research UK Ltd, Cambridge, United Kingdom)
Detekény systém na dokumentaciu gélov (Azure biosystems C200, Dublin, USA)
Bezné laboratorne sklo, umelohmotny material a iné laboratérne pomécky

4.3 Pouzité chemikalie a roztoky

43.1

Pouzité chemikalie a roztoky pre lyzu bakterialnych buniek

EDTA (Serva, Heidelberg, SNR)

Tris-baza (Amaresco, Solon, USA)

Hydroxid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Lyzozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Proteindza K (100 pg/ml vody) (Sigma, St. Louis, USA)
SDS (Sigma, St. Louis, USA)
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Priprava 0,5 M EDTA (pH 8,0):

Bolo rozpustenych 1861,1 g EDTA v 800 ml destilovanej vody. Pomocou NaOH bol roztok
upraveny na koncove pH 8,0. Roztok bol doplneny na objem 1 | destilovanou vodou
a sterilizovany v autoklave 20 min pri 121 °C.

Priprava zasobného roztoku 1 M Tris-HCI (pH 7,8):

Bolo rozpustenych 12,1 g Tris-baze v 80 ml destilovanej vody. Pomocou koncentrovanej HCI
bolo pH roztoku upravené na 7,8. Roztok bol doplneny destilovanou vodou na objem 100 ml
a sterilizovany v autoklave 20 min pri 121 °C.

Priprava lyza¢ného roztoku A:

e 1M Tris HCI (pH 7,8)
e 05MEDTA (8,0

Bolo zmiesanych 10 ml Tris-HCI (pH 7,8) a 1 ml EDTA (pH 8,0) aroztok bol doplneny
destilovanou vodou do objemu 100 ml.

Priprava lyza¢ného roztoku B:
K lyza¢nému roztoku A bol pridany lyzozym, aby jeho vysledné koncentrécia bola 3 mg/ml.

4.3.2 Pouzité chemikalie a roztoky pre fenol-chloroformovua extrakciu DNA

e Fenol (Lachema, Brno,CR)

e Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

e Izoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)
e Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

e Etanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Priprava TE pufru:

e 1M Tris-HCI (pH 7,8)
e 0,5MEDTA (pH 8,0)

Roztok bol pripraveny sterilne zo zasobnych roztokov 1 M Tris-HCl a 0,5 M EDTA.

Priprava C1Z zmesi:

e Bol zmieSany chloroform a izoamylalkohol v pomere 24:1

4.3.3 Roztoky a chemikalie pre extrakciu DNA pomocou izola¢ného kitu

e Lactobacillus MRS broth (Himedia®, India)

e Etanol (Penta, Chrudim, CR)

e Izopropanol (Penta, Chrudim, CR)

e BB pufor (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
e DLB pufor (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
e CBH pufor (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
e DW pufor (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
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e EB pufor (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
e Protedzovy roztok (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
e RNéza A (Omni Bacterial DNA Purification Kit)

4.3.4 Komponenty pre PCR

e PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)
e (PCR 2x SYTO-9 Master-mix (Top-Bio, Praha, CR)
e Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

4.3.5 Roztoky a chemikalie pre gélovu elektroforézu

e Agaroza pre elektroforézu (Top-Bio, Praha, CR)

e Fluorescen¢né farbivo GelRed ™ (Top-Bio, Praha, CR)

e Nanagaci pufor (Top-Bio, Praha, CR)

e DNA standard rebri¢ek (Malamité, Moravské Prusy, CR) (Obsahuje fragmenty: 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000,1200,1500 bp)

Priprava TBE pufru (5 x koncentrovany)

e 54 g Tris-béza
e 27,5 g kyseliny borité
e 20ml0,5MEDTA (pH 8,0)

Vsetky uvedené latky boli zmiesané a doplnené destilovanou vodou na objem 1000 ml. Pred
pouzitim bol este roztok 10 x zriedeny na koncentraciu 0,5 M TBE.

4.4 Metody

Vsetky pouzité metody s vynimkou extrakcie DNA z komer¢ného Kitu boli vykonané podrla
skript Spanovej a Ritticha (2010). [29]

Metdda extrakcie DNA z komeréného kitu bola spravena pod’a manualu, ktory je urceny pre
dany komer¢ny Kit.

4.4.1 Priprava hrubych lyzatov buniek

e Jednotlivé vzorky jogurtovych kultdr boli napipetované o celkovom objeme 1 ml do
Eppendorfovych skimaviek (1,5 ml).

e Vzorky boli nasledne centrifugované pri 14 500 ot/min po dobu 5 minat. Supernatant
bol potom opatrne odliaty, sediment bol resuspendovany a premyvany 1 ml lyzacnym
roztokom A (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5mM EDTA, pH 8,0). Potom bol znovu
centrifugovany za rovnakych podmienok.

e Premyvanie kazdej vzorky sa opakovalo 5x.

e Do sedimentu bolo pridanych 500 ul lyza¢ného roztoku B (10 mM Tris- HCI, pH 7,8;
5mM EDTA, pH 8,0; 3mg/ml lyzozymu) a dokonale bol resuspendovany. VVzorky boli
nasledne inkubované 1 hodinu pri laboratornej teplote.
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4.4.2

443

4.4.4

Po 1 hodine bolo pridanych 25 pl 10% SDS a 5 pl proteinazy K (100 pl/ml) a vzorky
boli inkubované pri teplote 55 °C do d’alSicho dna.

V pripade dlhsieho skladovania boli hrubé lyzaty buniek d’alej uchovavané pri teplote
20 °C, aby sa zamedzilo pripadnej degradacii DNA.

Fenol-chloroformova extrakcia DNA

K hrubému lyzatu buniek bolo pridanych 500 pl fenolu (predestilovaného, pH upravené
na hodnotu 7,8) a zmes sa opatrne kyvavym pohybom premiesavala 4 minuty. Zmes
bola potom centrifugovana 5 min pri 14 500 ot/min.

Pomocou $picky bola odobrana vodna faza do Cistej Eppendorfovej skimavky a bola
doplnena TE pufrom na objem 500 pl.

Bolo pridanych 700 pl zmesi chloroform-izoamylalkohol (24:1) a zmes sa znova
opatrne priemieSavala kyvavym pohybom 4 minaty. Zmes bola potom centrifugovana
5 min pri 14 500 ot/min.

Po centrifugovani bola vodnd faza odobrana do ¢istej Eppendorfovovej skimavky.

Vyzrazanie DNA etanolom

K vzorkam DNA bolo pridanych 1/20 objemu 3M octanu sodného a 1 ml etanolu (96%)
a cely obsah bol premiesany.

DNA sa nasledne vyzrazala pri -20 °C po dobu 60 min.

Vzorky boli potom centrifugované po dobu 15 min pri 14 500 ot/min. Po odstredeni bol
odliaty supernatant a d’alej sa pracovalo so sedimentom.

Sediment vzoriek, ktory obsahoval DNA, bol suSeny v exikatore po dobu 15 min,
a potom bol doplneny TE pufrom na objem 100 pl.

Vyizolovand DNA vzoriek bola uchovavana pri teplote -20°C.

Izolacia DNA pomocou Omni Bacterial DNA Purification Kkitu
(Omni International)

Bolo pripravené MRS médium uréené na kultivaciu baktérii z jogurtovych vyrobkov.
Bolo navazenych 5,5 g MRS Lactobacillus Broth média, ktoré bolo nasledne
rozpustené v 100 ml destilovanej vody. Zmes bola potom umiestnena do autoklavu
a vysterilizovana.

Po vychladnuti bolo médium sterilne presunuté do skimaviek uréenych na kultivaciu.
Do tohto média bolo pridanych 1 ml kultdry z jogurtovych vzoriek vyrobkov. Kultivacia
baktérii z jogurtovych vyrobkov prebiehala 48-72 hodin.

Po ukonceni kultivacie bolo z tekutého MRS media odobratych 1 ml bunkovych kultar
urcenych na extrakciu DNA. Tato zmes bola centrifugovana 10 minat pri 4000 x g.
Po centrifugovani bol supernatant odobrany pomocou $picky do novej Eppendorfove;
skumavky.

Nésledne bolo pridanych 200 ul TE pufru, 10 pl lyzozymu a cela zmes bola vortexovana
a nasledne umiestnena do inkubatoru na 10 minat pri teplote 37 °C.
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4.4.5

Bolo pridanych 25 pl protedzoveho roztoku a 100 pl DLB pufru azmes bola
vortexovand niekol’ko sekund a inkubovana v termo-sheakeri pri teplote 55 °C na
1 hodinu.

Po inkubacii bolo pridanych 5 ul RN&zy A a Eppendorfové skimavky boli niekol’kokrat
prevratené, aby sa celd zmes premiesala.

Zmes sa potom eSte inkubovala 5 minat pri laboratornej teplote. Nato bola zmes
centrifugovana na 2 minaty pri 10 000 x g. Supernatant bol potom premiestneny do
novych Eppendorfovych skimaviek.

Bolo pridanych 220 ul BB pufru a zmes bola vortexovana po dobu niekol’kych sekind
a nasledne inkubovana 10 minut pri 65 °C. Po inkubécii bolo pridanych 220 ul 96 %
etanolu a zmes bola kratko vortexovana.

Nasledne bola vlozena Omni DNA Mini koléna do zbernej skimavky (2 ml). Cely
obsah zmesi bol presunuty do Omni DNA Mini kolény. Zmes bola potom
centrifugovana pri 10 000 x g po dobu 1 minuty.

Filtrdt v zbernej skumavke bol odstraneny ado Omni DNA Mini kolony bola
umiestnena nova zberna skimavka (2 ml).

Do Omni DNA Mini kolony bolo pridanych 500 pul CBH pufru azmes bola
centrifugovana pri 10 000 x g po dobu 1 mindty.

Filtrat v zbernej skimavke bol znovu odstraneny a do Omni DNA Mini kolony bola
umiestnena nova zberna skimavka (2 ml).

Do Omni DNA Mini kolény bolo pridanych 700 pl DW pufru azmes bola
centrifugovana pri 10 000 x g po dobu 1 mindty.

Po odstraneni filtratu v zbernej skimavke bol predosly krok znovu zopakovany.

Za i¢elom odstranenia stop etanolu bola este centrifugovana prazdna Omni DNA Mini
kol6na pri 10 000 x g po dobu 2 minut.

Do Omni DNA Mini kolony bola vlozena nova prazdna Eppendorfova skimavka.
Nésledne bolo do Omni DNA Mini kolony pridanych 100 ul EB pufru zahriatych na
65 °C a cela sa nechala odstat’ po dobu 5 mintt pri laboratornej teplote.

Nakoniec bola Omni DNA Mini kolona v Eppendorfovej skimavke centrifugovana pri
10 000 x g a DNA bola vyeluovana do EB pufru.

Vyeluovand DNA bola skladovana pri teplote -20 °C.

Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a ¢istoty DNA

Na pristroji NanoDrop 2000 bola u oboch metéd zmerana absorbancia vyizlovanej DNA
pre vinové dizky 230 nm (minimum absorbancie pre DNA), 260 nm (maximum
absorbancie pre DNA) a 280 nm (maximum absorbancie pre proteiny).

U metody fenol-chloroformovej extrakcie DNA bola zmerana hodnota absorbancie
vyizolovanej DNA v TE pufru oproti ¢istému TE pufru.

U metddy extrakcie DNA pomocou Omni Bacterial DNA Purification kitu bola zmerana
hodnota absorbancie vyizolovanej DNA v EB pufru oproti ¢istému EB pufru.

Objem pouzitého roztoku obsahujicu DNA k meraniu bol 3 pl.

Z hodnoty absorbancie pre 260 nm bola stanovena koncentrdcia DNA vo vzorke
a z pomeru hodnét A260 nm/A280 nm bola urcena Cistota vzorky DNA.
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446 PCR

e Pred pouzitim boli

a zcentrifugované.
e Z komponentov bola pripravena zmes vratane pozitivnej aj negativnej kontroly uréena
k PCR o celkovom objeme 25 pl
e U npozitivnej kontroly pre doménu Bacteria rod Lactobacillus bol pouzity kmen
Lactobacillus casei.
e V pripade negativnej kontroly bolo pouzitych namiesto 1,0 pul matrice DNA voda pre

PCR.

vSetky komponenty uréené kPCR kratko premiesané

e Jednotlivé poradie a zlozenie komponentov je uvedené v Tab. 3.

Tab. 3: Poradie a objemy komponentov uréenych na pripravu zmesi pre real-time PCR

Poradie Komponenty Objem [ul]
1. Voda pre PCR 9,5
2. gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5
3. Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4. Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5. Matrica DNA (10 ng/ul) 1,0
Celkom: 25,0

4.4.6.1 Pouzité primery

Pre doménu Bacteria boli pouzité primery F_eub a R_eub.
Pre rod Lactobacillus boli pouzité primery F_alllact a R_alllact.
Vsetky pouzité sekvencie primerov pre domenu Bacteria a rod Lactobacillus su

popisané v Tab. 4 [31]

Tab. 4:  Sekvencie pouzitych primerov pre doménu Bacteria a rod Lactobacillus [31]

Doména Bacteria
Primery | Sekvencia primeru (5°- 3") Velkost’ produktu PCR
F_eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT 466 bp
R_eub GGACTACCAGGG TATCTAATCCTGTT

Rod Lactobacillus
Primery | Sekvencia primeru (5- 3") Velkost’ produktu PCR
F alllact | TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 92 bp
R alllact | AAATCT CCG GAT CAAAGCTTACTT AT
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4.4.6.2 Priebeh amplifikacie DNA

e Pred uskuto¢nenim Real-time PCR boli zvolené na pocitaci teplotné programy

v zavislosti od pouZitych primerov.

Zlozenie jednotlivych teplotnych krokov pre doménu Bacteria a rod Lactobacillus sa uvadza

v Tab. 5:

Tab. 5: Teplotné programy a ich kroky pre doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Domeéna Bacteria
Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia | 95 °C 5 min
Denaturécia 95°C 30s
Pripojenie primerov 55 °C 30s 30
Syntéza DNA 72 °C 30s
Dosyntetizovanie DNA | 72 °C 10 min

Rod Lactobacillus
Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia | 95 °C 5 min
Denaturécia 94 °C 30s
Pripojenie primerov 58 °C 30s 40
Syntéza DNA 72 °C 30s
Dosyntetizovanie DNA | 72 °C 10 min

4.4.7 Gelova elektroforéza produktov PCR

Bola uskuto¢nena gélova elektroforéza, pomocou ktorej boli na géli detegované produkty PCR.

4.4.7.1 Priprava gélu

e Bol pripraveny 1,5 % agar6zovy gél, na ktory bolo pouzitych 1,5 g agardzy

rozpustenych v 100 ml 0,5 x TBE pufru.

e Zmes bola rozvarena v mikrovinnej rdre a po ochladeni na teplotu priblizne 60 °C bolo

pridanych 5 pl fluorescenéného farbiva.

e Zmes bola nasledne naliata do elektroforetickej vanicky, kde bol nasledne pridany

hriebienok.
e Gél sa nechal tuhnut pri laboratornej teplote priblizne 30 minut.

4.4.7.2 Nanasanie vzoriek

Do Eppendorfovych skimaviek (200 ul), v ktorych sa nachadzal PCR produkt (25 ul),
bolo pridanych 5 pl nandSacieho pufru a zmes sa nechala odstat’ priblizne 10 minaut.

Po vychladnuti gélu bol vytiahnuty hrebienok a do jamiek bolo nanesenych 15 ul vzorky
zmieSanej S nanasacim pufrom vratane pozitivnej a negativnej kontroly.

Do jednej jamky bol taktiez naneseny DNA Standard s objemom 5 pl.
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4.4.7.3 Priebeh a vyhodnotenie vzoriek

Po umiestneni gélu do elektroforetickej vanicky bol cely gél prevrstveny 0,5 x TBE
pufrom, ktory bol doplneny do vysky cca 0,5 cm nad gél.

Elektroforéza prebiehala 1,5 hodiny pri napéti 70 V.

Po dokonceni elektroforézy bol gél vytiahnuty z vanicky a umiestneny na detekény
prijstroj, na ktorom boli zdokumentované vysledky.
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5 VYSLEDKY

5.1 Priprava hrubych lyzatov z jogurtovych produktov

Z troch vzoriek jogurtov (Activia, Selsky jogurt a Selsky jogurt [Hollandia]) bolo
pripravenych Sest’ vzoriek hrubych lyzatov poda kapitoly 4.4.1. Tie boli nasledne pouzité na
extrakciu DNA pomocou fenol-chloroformu.

5.2 Kultivacia bakterialnych buniek v jogurtovych vyrobkov

Boli nakultivované baktérie z kazdych vzoriek jogurtov v MRS Broth médiu za uc¢elom
naslednej izolacie DNA pomocou OMNI Bacterial DNA kitu. Celkova doba kultivacie
prebiehala 72 hodin.

5.3 lzolacia DNA

Pomocou fenol-chloroformovej extrakcie bola vyizolovana DNA z hrubych lyzatov
pripravenych z jogurtovych produktov, ktoré su popisané v kapitole 4.4.2.

U extrakcie DNA pomocou OMNI Bacterial DNA Kkitu, ktora je popisana v kapitole
4.4.4, boli pouzité nakultivované baktérie z MRS Broth média.

5.4 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a ¢istoty DNA

Na pristroji NanoDrop 2000 bola u vsetkych vzoriek spektrofotometricky zmerana
absorbancia vrozmedzi vlnovych dizok 220-330 nm podla postupu v kapitole 4.4.5.

Vysledky st uvedené v Tab. 6 a Tab. 7:

Tab. 6: Namerané hodnoty absorbancie a koncentrécie vyizolovanej DNA pomocou fenol-chloroformove;j

Fenol-chloroformova extrakcia DNA
Nazov ¢ | Ao A260 Azso A260/280 C [ng/pl]
Activia 1.]13,800 | 3,726 |2,471 |151 186,3
2.013,131 1691 |1,173 |1,44 84,5
Selsky jogurt 1.13571 |1,214 |0,851 |1,43 60,7
2.16,073 | 2,733 11889 |1,45 136,7
.. ) 1. 12,773 | 4,726 | 3,223 | 1,47 236,3
Selsky jogurt (Hollandia) 17> 1 02/ 6113 | 3,803 | 157 305,7
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Tab. 7:

Namerané hodnoty absorbancie a koncentracie vyizolovanej DNA cez OMNI Bacterial DNA kit

OMNI Bacterial DNA kit
Nazov ¢. | Ao Azgo A260/280 c [ng/pl]
Activia 1.10,504 |0,259 |1,95 25,2
2.10,271 0,153 |1,78 13,6
Selsky jogurt 1.10,063 0,034 |155 2,6
2.10,312 0,192 |1,62 15,6
. . 1.10,062 |0,044 |1,42 3,1
Selsky jogurt (Hollandia) 2 10280 | 0171 | 164 14,0

5.5 Real-time PCR pre doménu Bacteria

Pomocou real-time PCR s vyuzitim primerov F_eub a R_eub pre doménu Bacteria bola

v jogurtovych produktoch dokazana pritomnost’ bakterialnej DNA. Velkost” amplifikovanych
produktov PCR bola 466 bp. U pozitivnej kontroly boli pouzité bakterialne kmene
Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus. Detegované produkty PCR pomocou gélovej
elektroforézy st znazornené na Obr. 2 a popisané v Tab. 8.

L1 2.1 3 41 5.1 6.1 Pk, Nk

466 bp TG wew wwy

12 2.2 3.2 4.2 5.2 6.2 Pk, Nk,

466bp wew wWwe W

Obr. 2: Gélova elektroforéza amplfikovanych produktov PCR pre doménu Bacteria
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Tab. 8: Detekcia PCR produktov pomocou gélovej elektroforézy pre doménu Bacteria

Nazov Znacka | Pouzity objem [pnl] | Detekcia produktu
DNA Standard :z 2
Pozitivna kontrola EE 12 i i
Negativna kontrola Ell:_i 12 :
OMNI Bacterial DNA Kit
o 11 15 ++
Activia 12 15 ++
. 2.1 15 t+
Selsky jogurt 59 15 ++
B _ 31 15 ++
Selsky jogurt (Hollandia) 32 15 n
Fenol-chloroformova metdéda
o 4.1 15 ++
Activia 47 15 ++
. 5.1 15 t+
Selsky jogurt 5 2 15 ++
B _ 6.1 15 ++
Selsky jogurt (Hollandia) 6.2 15 n

++ Vysoka detekcia PCR produktu
+ Nizka detekcia PCR produktu

Negativna detekcia PCR produktu

5.6 Real-time PCR pre rod Lactobacillus

S vyuzitim primerov F_alllact a R_alllact boli amplifikované produkty PCR, ktoré
dokazuju pritomnost’ baktérii z rodu Lactobacillus v jogurtovych produktoch. Velkost
amplifikovanych produktov PCR je 92 bp. U pozitivnej kontroly boli pouzité kmene
Lactobacillus casei a Lactobacillus rhamnosus. Detegované produkty PCR pomocou gélovej
elektroforézy st znazornené na Obr. 3 a popisané v Tab 9.
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1.1 21 3.1

92 bp

92 bp

4,1 51 6,1

Obr. 3: Gélova elektroforéza amplfikovanych produktov PCR pre rod Lactobacillus

Tab. 9: Detekcia PCR produktov pre rod Lactobacillus

Nazov Znacfka | Pouzity objem [pl] | Detekcia produktu
y St 5
DNA Standard
anqaar Sz 5
. Pk 15 ++
Pozitivna kontrola Pk, 15 o
NKk1 15 —
Negativna k I
egativna kontrola Nk, 15 -
OMNI Bacterial DNA Kit
Activia 11 15 ¥
1.2 15 ++
- 2.1 15 +
Selsky jogurt 22 15 .
, . 3.1 15 +
Selsky jogurt (Hollandia) 3.2 15 o
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++

Fenol-chloroformova metoda

Activia 4.1 15 i
4.2 15 +

.. 51 15 +
Selsky jogurt 5 15 N
, . ) 6.1 15 +
Selsky jogurt (Hollandia) 6.2 15 N

Vysoka detekcia PCR produktu
Nizka detekcia PCR produktu
Negativna detekcia PCR produktu
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6 DISKUSIA

6.1 lzolacia DNA

Pri fenol-chloroformovej metdde, boli pouzité hrubé lyzaty pripravené priamo z jogurtovych
vzoriek. Pri pouziti tejto metddy mohla byt vyizolovana DNA ihned’ pouzita na real-time PCR
a na identifik&ciu baktérii bez akejkol'vek potrebnej kultivécie. [6]

Pri pouziti OMNI Bacterial DNA kitu z dévodu vysokého obsahu tuku a proteinov nebolo
mozné ani po viacerych opakovaniach vyextrahovat DNA z hrubych lyzatov pripravenych
priamo z jogurtovych produktov, preto bola zvolena metoda kultivacie baktérii v médiu a tie
boli pouzité na naslednu izolaciu pomocou OMNI Bacterial DNA kitu podl'a odporucania
v jeho manuéli.

6.2 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie a Cistoty DNA

Na pristroji Nanodrop bola zmerané absorbancia v rozmedzi vinovych dizok 220-330 nm. Na
zaklade pomeru hodn6t absorbancii pri vinovych dizkach 260 a 280 nm bola zhodnotena ¢istota
DNA. Tento pomer by sa mal nachadzat' v rozmedzi 1,8 — 2,0. Pri fenol-chloroformovej
extrakcii sa tento pomer absorbancii pohyboval v rozmedzi 1,43 — 1,57. U extrakcie pomocou
DNA OMNI Bacterial DNA kitu sa pomer absorbancii vzoriek pohyboval v rozmedzi
1,42 —1,95. S vynimkou 1 vzorky u kitu boli u oboch metéd namerané hodnoty absorbancie
mensie ako 1,8, ¢o je znakom zna¢nej kontaminacie vzoriek proteinmi. U fenol-chloroformovej
extrakcie bolo tiez zistené, Ze vzorky obsahovali stopy fenolu, pretoze neplatil pomer
absorbancii A2zonm << Auzsonm. TaktieZ na zaklade porovnani zmeranych hodndt absorbancii u
oboch metdd izolacie DNA mozno konstatovat’, ze DNA vyizolovana pomocou DNA OMNI
Bacterial DNA Kkitu bola dcistejsia, ked’ze tieto hodnoty absorbancie sa priblizovali k
hodnote 1,8. [29]

Koncentracia vzoriek bola zistena na zaklade zmeranych hodndt absorbancie pri vinovej dizke
260 nm. [29] U fenol-chloroformovej extrakcie sa tieto hodnoty pohybovali v rozmedzi
60,7 — 305,7 ng/ul. U extrakcie DNA pomocou OMNI Bacterial DNA kitu sa tieto hodnoty
pohybovali v rozmedzi 2,6 — 25,2 ng/ul. Na z&klade porovnania koncentracie u oboch metdd
mozno konstatovat’, Ze vytaznost’ fenol-chloroformovej extrakcie je nickol'’konasobne véésia
nez u DNA OMNI Bacterial DNA kitu. [27] Taktiez mézeme tvrdit’, Ze obe metody poskytuju
DNA s dostato¢nou koncentraciou na PCR. Vzorky vyizolovanej DNA, ktoré mali vacsiu
koncentraciu ako 10 ng/ul, boli nariedené na toto mnoztvo. [29]

6.3 Real-time PCR pre doménu Bacteria

Vyizolovand DNA z oboch metdd bola pouzita ako matrica v real-time PCR. Pri naslednej
priprave zmesi pre real-time PCR boli pouzité primery F_eub a R_eub, ktoré patria pod doménu
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Bacteria. Pomocou elektroforézy na 1,5 % agar6zovom geéli boli vo vsetkych vzorkach
detegované Useky o velkosti 466 bp, ktoré dokazuju pritomnost’ bakterialnej DNA pre démenu
Bacteria. Detekcia produktov PCR o vysokej intenzite dokazuju velké mnozstvo pritomnej
bakterialnej DNA. Negativna kontrola nebola amplifikovana, preto nebola detegovana na
géli. [31]

6.4 Real-time PCR pre rod Lactobacillus

Na dobkaz pritomnosti baktérii zrodu Lactobacillus boli pouzité primery F alllact
a R_alllact. Pomocou elektroforézy na 1,5 % agarézovom géli boli vo vsetkych vzorkach
detegované amplifikované produkty PCR. Tieto produkty PCR mali velkost’ 92 bp, ¢o dokazuje
pritomnost’ baktérii z rodu Lactobacillus. [31] Negativna kontrola nebola amplifikovana. Ako
pozitivna kontrola bol pouzity kmefi Lactobacillus rhamnosus. Priporovnani intenzity
detegovanych uUsekov u oboch metdd s pozitivhou kontrolou, si mézeme vSimnuat, ze
amplifikované PCR produkty zo vzoriek u fenol-chloroformovej extrakcii maju o nie¢o nizsiu
intenzitu, ¢o je s najvac¢Sou pravdepodobnost'ou spdsobené stopami fenolu, ktoré posobili ako
inhibitory v PCR. [29] U vsetkych troch jogurtovych produktov boli dokézané baktérie z rodu
Lactobacillus, tak ako to deklaruje vyrobca.
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7 ZAVER

V teoretickej Casti tejto prace bola vypracovana literarna reSer§ 0 najpouzivanejSich
probiotickych kmenov, medzi ktoré patria baktérie z rodu Lactobacillus a Bifidobacterium.
Zaroven boli popisané prospesné vlastnosti prebiotik s oh'adom na zdravie spotrebitel'ov. Tiez
boli zhodnotené vlastnosti probiotik, ktoré boli overené roznymi klinickymi $tadiami.

V praktickej Casti tejto prace bola pomocou fenol-chloroformovej metody a OMNI Bacterial
DNA kitu izolovana DNA z komerénych jogurtovych produktov, u ktorych boli nasledne
pomocou spektrofotometrie zhodnotené kvalitativne a kvantitativne paramerty vyizolovanej
DNA. Nakoniec bola s vyizolovanou DNA urobend real-time PCR s vyuzitim selektivnych
primerov pre doménu Bacteria a rod Lactobacillus. Amplifikované produkty PCR, u ktorych
bola preukdzana pritomnost’ tak bakteridlnej DNA, ako aj baktérii z rodu Lactobacillus, ako to
bolo deklarované na obale v$etkych troch komerénych jogurtovych produktov, boli detegované
pomocou elektroforézy na agar6zovom géli.
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9 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

PCR
A

bp
CFU
DNA
dNTPs
dsDNA
EDTA
G+
LAB
RNA
SDS
TE

polymerazova retazova reakcia
absorbancia

(base pair) pocet bazi

(colony forming units) jednotky tvoriace koloniu
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotid trifosfat
dvojvlaknova DNA

kyselina etyléndiaminotetraoctova
grampozitivne baktérie

baktérie mlie¢neho kvasenia
ribonukleovéa kyselina
dodecylsulfat sodny

Tris/EDTA pufor
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