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ABSTRAKT

V teoretické Casti prace se pojednava o soucasném stavu a vyzkumu probiotik a prebiotik,
jejich vyuzitelnosti pro modulaci mikrofléry hostitele a jejich piiznivych tcincich na zdravi
jedince. Dale je pojednano o problematice ucinnosti probiotickych kment, kterd zavisi na
pouzité potravinové matrici a na tfad¢ dal§ich faktorti. Experimentalni je zaméfena na
identifikaci vybraného bakteridlniho kmene obsazeného v probiotickém vyrobku. Bakterialni
DNA byla z vyrobku izolovana metodou fenolové extrakce a pomoci magnetickych nosi¢i s
naslednou analyzou ziskané DNA metodou polymerazové feté¢zové reakce (PCR).

ABSTRACT

Theoretical part of this thesis focuses on present state and research of probiotics and
prebiotics, their use for microflora modulation of host and their beneficial effects on the
health of individuals. Furthermore thesis deals with efficiency of probiotics strains, which
depends on the food matrix and other various factors. The experimental part focuses on the
identification of chosen bacterial strain, which is contained in probiotics product. It is realized
due the isolation of bacterial DNA by phenol extraction and by use of magnetic particles and
subsequent analysis of obtained DNA by polymerase chain reaction (PCR).
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1 UVOD

Mlécné vyrobky vzniklé zkvaSovanim bakteriemi mlééného kvaSeni, obohacené sacharidy a
dopliiky stravy s probiotiky se na trhu objevuji jiz mnoho let. Prospé$né plisobi na zajisténi
rovnovahy stievni mikroflory, reguluji imunitni systém a posiluji stfevni bariéru. Probiotika
spadaji do skupiny funkénich potravin, které maji pozitivni G¢inek na zdravi hostitele.
Kolébkou tohoto druhu potravin je Japonsko, kde jich na konci 20. stol. bylo registrovano
kolem 1700 druhti. V poslednich letech vyznamné stoupl zijem spolecnosti o vyuziti
ptiznivych vlastnosti probiotik a prebiotik a doslo tak k vyznamnému rozvoji ve vyzkumu a to
ptedevsim v Japonsku, USA a nékterych zemich Evropy. Kromé fermentovanych potravin a
mlé¢énych vyrobki jsou probiotika dostupna také ve formé doplikii potravy. [1]

V posledni dobé dochazi ke snahdm testovat u€inky novych probiotickych kmend za
ucelem jejich vyuziti v potravindiskych vyrobcich. Aby tyto probiotické kmeny mohly byt
pridavany do potravinarskych vyrobkil, musi byt ovéteny jejich prospésné ucinky na zdravi
hostitele. Slozeni stievni mikrofléry je ovlivnéno jiz v détstvi, a to konzumaci matetského
mléka nebo ndhradni vyzivy a také tim, kdy se kojenci zacne podavat pevna strava. Probiotika
vykazuji pfinosné ucinky pfi zmirnéni ptiznakl alergii, imunitnich onemocnéni, onemocnéni
ustni dutiny, gastrointestinalniho traktu a urogenitalniho traktu, ale také pfi neurologickych a
psychiatrickych potizich. [2]

Doporuceni ohledné konzumace probiotik a prebiotik jsou podlozeny vyzkumy. Je vSak
nutné dal$i porozuméni mechanismu jejich t€inku, aplikace nabytych védomosti z klinickych
testll do redlného zivota, vypracovani metodiky na eliminaci zkreslujicich jevi a také analyza
hospodatského pfinosu v oblasti vetejného zdravi. Je dilezité zdokumentovat zdravotni stav
spolec¢nosti a disledky dlouhodobého uzivani probiotik a prebiotik. [3]



2 TEORETICKA CAST
2.1 Definice probiotik

Koncept specifickych mikrobialnich organismt, které maji vyznamny vliv na lidské zdravi,
propagoval laureat Nobelovy ceny Ilja Ilji¢ Metchnikoff uz na zacatku 20. Stoleti. O stoleti
pozdéji je tento koncept sledovan v Intestinal Human Microbiome Project. V minulosti byly
rizné mikrobialni kmeny gastrointestindlniho (GI) traktu studovany, ale prekazkou k plnému
pochopeni jejich vyznamu branily nedostate¢né znalosti o fungovani, prospivani a spolecné
existenci mikrobialnich kmenti v hostitelich. V lidském téle pfevazuji mikrobialni buiky ve
sttevnim traktu svym poctem nad buiikami vlastniho téla, ale slozeni infrastruktury
mikrobialni komunity je vétSinou nezndmé. [2]

Termin probiotika je odvozen zfeckého vyrazu ,,pro-zivot”“. Definice probiotik byla
n¢kolikrat pozménéna v diisledku novych poznatkd a ziskanych védomosti. Jednou z prvnich
definici téchto mikroorganismid (MO) je definice Lilliho a Stillwella z roku 1965, ktefi
oznacuji probiotika jako rtistové faktory produkované mikroorganismy. Roku 1974 Parker
poukazal na interakci MO s hostitelem a s tim souvisejici ptiznivé ovlivnéni jeho intestinalni
mikroflory. Dnes je vSeobecné uzndvand definice Organizace pro vyzivu a zeméd€lstvi a
Svétové zdravotnické organizace (FAO/WHO,2001), ktera tika, ze ,,probiotika jsou zivé
organismy, které pfi podani v dostateéném mnozstvi, pfinasi zdravotni vyhody hostiteli,,. [4]
Dle FAO/WHO probiotika pouzivana v potravinaiskych vyrobcich musi spliovat nekolik
pozadavkil. Musi byt odolné vici kyselému prostiedi v zaludku a viici zluci a byt schopny se
mnozit a kolonizovat travici trakt. Mély by byt bezpecné pro uzivatele a efektivné ptsobit na
jeho zdravi, pficemz tuto schopnost by si mély udrzet po celou dobu trvanlivosti vyrobku. [1]

2.2 Legislativni ustanoveni a omezeni

V roce 2008 byla Evropskym parlamentem zavedena pravidla oznaCovani potravin, kterd
ukladala, Zze na obalu musi byt uvedeny informace o produktu zakladajici se na dikazech
zjisténych a provétrenych védeckou komunitou. [1] Soucasnd regulacni klasifikace probiotik
vsak neni zcela jasnad z hlediska rozdéleni probiotik do kategorii (Iéky, potraviny, dopliky
stravy a zdravotni potraviny). [3]

V roce 2011 nahromadéné dikazy o prospé$nych ucincich probiotik a prebiotik vedly
k vydani smérnic Svétové gastroenterologické organizace (World Gastroenterology
Organisation (WGO)) ohledné pouziti probiotik a prebiotik. Vydani téchto smérnic potvrdilo
prospé$né ucinky probiotik a prebiotik a navrhlo jejich vyuziti v klinické praxi.
Gastroenterologové povazuji probiotika za bezpecné pro vSechny pacienty a doporucuji jejich
uzivani po cas lécby antibiotiky. Komise pro tvorbu potravinovych smérnic (Dietary
Guidelines Advisory Committee) doporucila zatazeni probiotik a prebiotik do jidelnicku
kazdého jedince. Staty Evropské unie a americkd Komise pro tvorbu potravinovych smeérnic
zatim nevydaly zadna oficidlni prohlaseni ohledn¢ uzivani probiotik a prebiotik, nicméné
rizné zdravotnické organizace jejich konzumaci doporucuji pro specifickd onemocnéni nebo
jako soucast stravy déti. [3] Urcitd legislativni omezeni ohledné schvalovani novych
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probiotickych vyrobki vSak existuji. Lisi se v zavislosti na regionu (USA, EU, Japonsko,
Kanada) a tudiz i ve schvalovacim procesu a schvalovacich organech. [5]

2.3 Druhy probiotickych kultur a jejich taxonomické zarazeni

Probiotika jsou potencialn¢ prospésné zivé mikroorganismy, jejichz pozitivni vliv je dolozen
dikazy z klinickych testll a analyz. Lze ocekavat, Ze nékteré kmeny mikroorganismu, které
nebyly pfimo testovany, mohou mit také pozitivni u€inky na zdravi, protoze nélezi do jiz
dobte prozkoumaného druhu mikroorganism, které jiz ndlezit¢ otestovany byly. Toto tvrzeni
je podporovano kontrolovanymi studiemi s definovanymi probiotiky a s fermentovanymi
mléénymi vyrobky a vyzkumem zabyvajicim se mikroflérou lidského téla. [3]

Hlavnimi probiotickymi mikroorganismy jsou bakterie mlééného kvaseni nalezejici rodim
Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus. Bifidobakterie jako prvni kolonizuji travici
trakt novorozence a stavaji se tak dominantnimi bakteriemi stfevni mikrofléry. Pocet
bifidobakteridlnich bunék se snizuje s rostoucim vékem. Do tohoto rodu nélezi asi 30 druhd,
z toho 10 lidského ptivodu a 17 zivocisného. K jejich identifikaci se vyuzivaji metody PCR,
DNA/RNA hybridizace, DNA sondy a gelova pulzni elektroforéza. Laktobacily se vyskytuji
ptirozené v gastrointestinalnim traktu a v pohlavnim ustroji ¢lovéka. Bylo popséano vice nez
70 druhti laktobacilii. Nejstudovanéj$i z nich je Lactobacillus acidophilus. [2] Nejéastéji
vyuzivané a studované probiotické mikroorganismy jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Mikroorganismy nejcastéji vyuzivané jako probiotika [1],[2]

Druhy rodu DalSi druhy
Lactobacillus Bifidobacterium
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faccalis
L. brevis B. animalis Enterococcus faecium
L. casei B. breve Escherichia coli Nissle
L. crispatus B. bifidum Saccharomyces boulardi
L. curvatus B. infantis Streptocooccus cremoris
L. bulgaricus B. lactis Streptocooccus diacetylactis
L. fermentum B. longum Streptocooccus intermedius
L. gasseri B. thermophilum Streptocooccus thermophilus
L. johnsonii B. essensis Streptocooccus salivarius
L. lactis B. laterosporus Propionobacterium freudenreichii
L. paracasei B. bifidum Pediococcus acidilactici
L. reuteri Lactococcus lactis
L. rhamnosus Leuconostoc mesenteroides
L. helveticus Saccharomyces cerevisiae
L. delbrueckii
L.farciminis
L.plantarum




2.4 Vyuziti probiotickych kultur v potravinich a dalSich vyrobcich

Je obtizné zjistit, zda vybrany bakteridlni kmen, ktery vykazuje benefitni vlastnosti vici
hostiteli, neztrati své vlastnosti v pribéhu zpracovani vyrobku. Bakteridlni kmen, ktery
vykazuje ptiznivé GCinky na hostitele, nemusi mit dobré technologické vlastnosti. Rizné
metody ochrany buriky jako je mikroenkapsulace nemusi vést k zachovani vlastnosti bakterii.

V soucasné dobé jsou zavadéna regula¢ni opatieni pro vyrobu probiotickych vyrobki,
které mimo jiné uddvaji minimalni pocet zivych bun¢k ve vyrobku v dobé konzumace a
upravuji pravidla pro uznani probiotického kmene jako zdravi prospé$ného. Plati, ze
probioticky kmen musi byt testovan nejméné ve dvou na sob¢ nezavislych klinickych testech.
Tato opatfeni komplikuje obvykle rtizné chovani probiotickych kmenli v zavislosti na
potravinové matrici, ale také zakaz geneticky upravovat tyto kmeny za Gcelem zlepseni jejich
vlastnosti.

V dne$ni dobé je komeréné vyuzivano nékolik probiotickych kmenti a jejich smési.
Zéakladnim pozadavkem pii jejich produkci a skladovani je co nejvetsi pocet neposkozenych
bun¢k a stabilita probiotické kultury. Z tohoto divodu se prechdzi od tekutych zmrazenych
koncentratt k ptipravkim, které jsou suSeny mrazem nebo rozpraSovanim (spray-drying). Pti
suSeni rozprasovanim je kultura zahtata na vyssi teplotu a je zvySenym tlakem rozpraSovana.
Tato metoda je levnéjsi, dochézi vSak k poskozeni bun€k. Oproti tomu pfi suSeni mrazem se
poskozeni bun€k zabratiuje pfidanim kryoprotektanti (laktdza, sachardza), a proto je tato
technika pouzivangj$i. VétSinu takto pfipravenych kultur je mozné piimo aplikovat ve
vyrobnim procesu a je toho Casto vyuzivano hlavné pii vyrobé jogurti. Kultury jsou zde
aplikovany jako vysoce koncentrované zmraZené kultury (obsahuji nejméng 10" cfu- g
! (cfu = kolonie tvofici jednotku (colony forming unit)) nebo kultury suiené mrazem (obsahuji
nejméné 10" cfu - g™). [2]

V posledni dobé prevladaji snahy ptidavat probiotické kultury do riznorodych
potravinovych matric. Neddvné studie provedené v USA prokézaly, Ze je mozné ptidavani
probiotickych kultur do potravinovych matrici s vysokou nutriéni hodnotou za ucelem
zmiméni podvyzivy déti vrozvojovych zemich. Konkrétné bylo predmétem vyzkumu
arasidové maslo, do kterého byly ptidany probiotické kultury. Bylo zjisténo, ze obsah tuku
v matrici nemd vliv na pfeziti probiotickych bakterii, ale se zvySujici se teplotou mnozstvi
zivotaschopnych bunék vyrazné ubyva. Jako nejvhodnéjsi probioticky kmen byl shledan rod
Bifidobacterium, jelikoz prokéazal v dané matrici nejvétsi zivotaschopnost. [6] Navazujici
vyzkum potvrdil lepsi viabilitu rodu Bifidobacterium oproti rodu Lactobacillus také
v simulovanych gastrointestinalnich podminkach lidského zazivaciho traktu. Déle byla
zkoumana protektivni vlastnost potravinové matrice arSidového masla a arasidového masla se
snizenym obsahem tuku. Ob& potraviny byly shleddny jako velmi vhodné matrice, které
ochrénily bakterialni buniky pfed zalude¢nimi §tdvami, enzymy i pfed zlu¢i. U plnotuc¢ného
arasidového masla byla tato protektivni vlastnost pfisouzena tuku. U aras§idového masla se
snizenym obsahem tuku byly tyto protektivni vlastnosti zpisobeny vys$sim obsahem bilkovin,
které byly schopny ochranit bakterie zejména proti kyselym podminkam v zaludku. [7]
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2.4.1 Potravinové matrice vyuZzitelné pro uchovani probiotickych bakterii

Tradi¢ni matrici pro probiotické bakterie jsou mlécné vyrobky, zejména jogurty. Na trh se
v posledni dob¢ dostava celd tada ,,novych* probiotickych vyrobk, které jako potravinovou
matrici vyuzivaji napf. Cokoladu, ceredlie, energetické tyCinky a zvykacky. Rozsifeni
sortimentu probiotickych vyrobkt je zpisobeno snahou o zpfistupnéni probiotickych vyrobki
lidem, ktefi trpi intoleranci vici laktdéze a jinym alergenim. Vyzkum a produkci novych
vyrobki komplikuje fakt, ze nelze zarucit ptiznivé ucinky probiotického kmenu obsazeného
v potravinové matrici na hostitele obecné. Urcity probioticky kmen obsazeny v matrici syru
nevykazuje stejné vlastnosti napiiklad v matrici cokolady. Preziti bun¢k v potravinové matrici
je ovlivnéno pH, ptitomnosti kysliku nebo konzistenci a strukturou matrice. Nelze také pouzit
ovétené kultury probiotickych bakterii obsazené v jogurtech z divodu jejich nizké viability
v odli$né potravinové matrici. [8] Probiotika se pfidavaji do mlé¢nych vyrobkl (mléko, syry)
i pro zlepSeni a ziskani novych vlastnosti (zdravotni benefity, chut’, technologické vlastnosti).
Je nutné volit spravnou kombinaci probiotickych bakterii a v mléénych vyrobcich bézné se
vyskytujicich mléénych bakterii. Nespravna kombinace mikroorganismil nepfizniveé ovliviluje
organoleptické vlastnosti vyrobku a dochazi ke vzajemné inhibici rstu probiotickych a
puvodnich mlé¢énych kultur. [9]

Také ovoce a zelenina jsou, z hlediska obsahu vitamind, minerald, antioxidantt a vlakniny,
vhodnym substratem pro probiotické bakterie. Jejich vyhodou je rozmanitost a zejména
nulovy vyskyt alergenli obsazenych v mléce. AvSak po pfidani probiotickych kultur byla
zjisténa nepiijemna chut’ (kysela, sland) a viiné (mlécna). Jako matrice byly testovany banany,
dzusy (pomerancovy, ananasovy, brusinkovy), olivy, raj¢ata, kokosové mléko, mrkvova stédva
a dalsi. Obecné lepsi viabilita probiotik byla zjist€éna v matricich s niz§im pH. V pribéhu
fermentace doslo jesté k jeho snizeni v dasledku produkce organickych kyselin (octova a
mlécna) probiotickymi bakteriemi a tim k potlaceni vyskytu patogennich bakterii.

Z hlediska obsahu latek jsou, stejné¢ jako ovoce a zelenina, idedlni matrici pro rdst
n¢kterych druht probiotickych bakterii také obilnd zrna. V nékterych zemich jako je napf.
Bulharsko, se vyrabi tradi¢ni napoj z fermentovaného obili a i v jinych zemich se ptidavaji
obiloviny do mlécnych vyrobkl uréenych k fermentaci (Tarhana a Kishk). V posledni dobé
proto pfevazuje snaha o vyrobu probiotickych obilnych vyrobkd z melasy, ktera se zda byt
velice vhodnym substratem, ale také z ovsa, ze kterého se vyrabi druh jogurtu bez obsahu
mléka pfidanim kultury Lactobacillus rhamnosus. 1 kukufice byla shledana piihodnym
substratem pro fermentaci, pii které vznikd ovocna chut’ typickd pro Mexickou kuchyni.
Kukuftice je také tradiéné¢ vyuzivana pro vyrobu Ogi, jednd se o zapadoafrické jidlo ze
zkvaSené kukufice, prosa a ¢iroku. Pfirodnim zdrojem probiotik je také balkansky alkoholicky
napoj Boza. Pro vyrobu sdjového syra pomoci kultury Lactobacillus rhamnosus, ktera
nevykazuje negativni U€inky na senzorické vlastnosti vyrobku, je jako substrat pouzivano
sojové mléko. [8] V jiné studii zabyvajici se obilovinami (konkrétn¢ jecmenem a je¢mennym
sladem) jako vhodnou potravinovou matrici pro vyrobu napojl, byl potvrzen prokazatelny
ucinek probiotickych bakterii na inhibici ristu gramnegativnich bakterii v surovingé uz
v pribéhu fermentace. K tomuto efektu doslo diky produkci kyseliny mlééné, coz vedlo



k vyraznému snizeni pH a tim byly vytvofeny nevhodné podminky pro riist patogennich
bakterii. Bylo zji§téno, ze rlizné druhy bakterii mlééného kvaSeni pouzité pii fermentaci
ovliviluji vysledné organoleptické vlastnosti produktu stejn¢ jako volba vhodného substratu.
Nejvhodnéj§im substratem byl shledan slad, ktery byl z hlediska obsahu vhodnych sacharidi
a dalSich latek pro bakterie nejlépe vyuzitelny. Pii inokulaci média vice druhy bakterii
soubézné, dochazelo i k vzajemné reakci produktd jejich metabolitii a dalSimu vzdjemnému
ovliviiovani. Z tohoto diivodu je nutny dalsi vyzkum, aby byla nalezena spravna kombinace
substratu a bakteridlniho druhu pro dosazeni co nejlepSich organoleptickych vlastnosti
vysledného produktu. [10]

Vybornou potravinovou matrici pro dopravu probiotickych bakterii travicim traktem
hostitele je maso. Jako substrat chrani probiotické bakterie pted uc€inky zluc¢i v travicim
traktu. Obecné je nejveétsi pozornost vénovana fermentovanym saldmim, které nejsou dale
tepeln¢ upravovany. Plvodni smés bakterii, ktera slouzila k fermentaci, je obohacovana
kmeny Laktobacillii a Bifidobakterii za i¢elem ziskani lepSich chutovych vlastnosti a zdravi
prospé$nych vyrobkli. Problémem je vSak udrzeni probiotickych bakterii obsazenych
v substratu nazivu i po fermentaci. Re§enim je pouziti kmenti schopnych enkapsulace, oviem
nevyhodou je snizeni inhibi¢nich ucinkd vaci patogenim. Inspiraci k vyfeSeni tohoto
problému by mohly byt skandindvské fermentované saldmy nebo tradi¢ni indianské
fermentované pokrmy z ryb (Ngari, Hentak, Tungtap). [8]

Jako dalsi potravinova matrice byla z hlediska vhodnosti pro probiotické bakterie testovana
mlécnd 1 tmava ¢okoldda. Bylo zjisténo, ze kakaové maslo obsazené v cokoladé plisobi jako
ochrana probiotickych bakterii v horni ¢asti traviciho traktu. Byla prokazéana i vétsi viabilita
bakteridlnich bun€k pii prichodu travicim traktem oproti mlééné matrici. Stabilita
zivotaschopnych bakterii byla velmi dobra i v pribéhu skladovani. Tmavéa cokoldda byla
shleddna méné vhodnou, a to z hlediska vySsiho obsahu polyfenolyckych latek, které pisobi
antimikrobidlng. Probiotické kmeny kolonizovaly stfevni sliznici asi po tfech tydnech
podavani, ale tato zména byla docasnd. Jednalo se o testy pomoci simulatoru SHIME
(Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem). [11]

Zmrzlina se t€Si vSeobecné popularité napifi€¢ vSemi veékovymi skupinami, proto se
nejnovejsi védecké prace z oblasti probiotik, prebiotik a symbiotik zabyvaji jejim vyuzitim,
jako vhodné potravinové matrice pro pifipravu probiotickych, prebiotickych a symbiotickych
mrazenych vyrobkii. Pro uspé$nou produkci je nutné optimalizovat vyrobu, aby nebyly
ovlivnény senzorické ani organoleptické vlastnosti zmrzlinové matrice. Bohuzel bylo zjisténo,
ze produkty metabolismu probiotickych bakterii zplsobuji neobvyklou chut, kterda se
v kombinaci s nékterymi ovocnymi pfichutémi vyrazn€ zhorSuje. Problémem je téz vzduch,
ktery se vyskytuje ve zmrzlin€ po jejim vyslehani a pomaha vytvaret jeji typickou strukturu a
vlastnosti. VétSina probiotickych bakterii je vSak anaerobni nebo mikroaerofilni a toto
prostfedi je pro né nevyhovujici. Nejvhodnéj$Sim feSenim je proto vyuziti bakteridlnich
kmenti, které jsou schopny mikroenkapsulace (napt. Lactobacillus casei). [12] Studie
zabyvajici se vyzkumem vlastnosti probiotickych, prebiotickych a symbiotickych
zmrzlinovych  vyrobkd, shledala symbiotické vyrobky nejvhodnéjSimi z hlediska
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organoleptického (jsou sladsi oproti stejnému vyrobku bez ptfidani probiotickych kultur a
prebiotik) i senzorického. Jako vhodné probiotické kmeny byly testovany Lactobacillus casei
a Lactobacillus rhamnosus, zatimco jako prebiotikum byl zvolen inulin. Inulin se bézné
vyskytuje v ovoci a zeleniné v podobé rozpustné fermentovatelné vldkniny. Jedna se o
nestravitelny sacharid s prokdzanymi prebiotickymi uCinky. Pfidany inulin vyznamné
ovliviluje senzorické vlastnosti zmrzliny, tyto zmény vSak nejsou vyrazné, kdyz ptidaného
inulinu neni vice nez 2,5 %. 1 pfes nizky obsah inulinu se projevuje jeho kryoprotektivni
efekt, kdy dochazi k inhibici rdstu krystalkii ledu. Dilezitym kritériem pro dosazeni
terapeutického uc¢inku vyrobku je inokulace potravinové matrice dostateCnym mnozstvim
bakterialnich bungk, aby jejich mnozstvi v dob& konzumace dosahovalo aspoit 10°—10°
zivotaschopnych buné€k na denni davku. Vhodnou denni davkou je porce aspon 80 g vyrobku.
Viabilita vybranych kmeni nebyla vyznamné ovlivnéna skladovaci teplotou zmrzlinové
matrice (—20°C). Ptidané probiotické kultury ovlivnily chut’ i viini zmrzliny, zména se tykala
také barvy vyrobku a to obzvlast' v ptipad¢ symbiotické zmrzliny. [13]

Z hlediska obsahu polyfenolickych latek, které maji antioxida¢ni ucinky v lidském
organismu je vyznamny zeleny ¢aj. Jednd se o potravinovou matrici, kterd sama o sobé
vykazuje ptiznivy vliv na lidské zdravi. Zeleny ¢aj byl zkoumén jako vhodna matrice pro
probiotické bakterie, které byly ptfidany s cilem zlepSeni zdravotnich benefitli pro lidsky
organismus. Bylo zjiSténo, Ze probiotické bakterie rodu Bifidobacterium a Lactobacillus jsou
schopny pfezit v extraktech ze zelenych ¢ajii a bylo pozorovdno zvySeni antioxidativnich
vlastnosti tohoto extraktu oproti extrakru bez probiotik. [14]

2.5 Vyznam a u¢inky probiotik na zdravi ¢lovéka

Prospésné ucinky probiotik jsou zkoumany na zakladé testli in vitro. Pro uznani jejich
prospé$nych vlastnosti je vSak nutné provést in vivo testy a klinické studie nasledované
dal$imi metaanalyzami. Samotna u¢innost probiotik je déna jejich interakci se specifickymi
mikroorganismy a samotnou sliznici gastrointestinalniho (GI) traktu.

Béhem prvniho roku lidského zZivota dochazi k velkym zméndm a kolisani v mikrobialni
kultufe nachazejici se ve stfeveé. Ke konci prvniho roku zivota dochézi k ustdleni a vzrista
vliv mikrobi na fyziologii a imunitu hostitele. [2]

Dulezité je plisobeni probiotik proti patogenim v GI traktu. Probiotika stimuluji imunitni
systém stfevni sliznice a pomahaji tak zlep$it vrozené funkce imunitnich bunék a navysit
jejich pocet. Napomahaji eliminaci patogennich organismi, produkuji antimikrobidlni latky,
meéni podminky prostfedi a pomahaji udrzovat homeostazu prostiedi jak u zdravych jedinct,
tak predevsim u jedincli s onemocnénim GI traktu. V zavislosti na druhu probiotického kmene
se lisi stimulace tvorby cytokinint, molekul zapojenych do komunikace mezi lymfocyty a
makrofagy. To mize byt spojeno s protizanétlivym a protirakovinnym u¢inkem probiotik na
hostitelsky organismus. Smeés probiotickych kmenli VSL#3 (Lactobacillus acidophillus,
Lactobacillus delbruneckii, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium breve a Streptococcus thermophilus) je
schopna zvysit sekreci mucinu a tim ovlivnit bariérni funkci stfeva. [1]



Bakteridlni kmen by mé¢l byt pfirozenym obyvatelem intestinalniho traktu hostitele a musi
byt schopen ptezit kyselé prostfedi zaludku a zasadité prostfedi zlu€i v tenkém stieve,
kolonizovat stfevni sliznici a uchytit se na ni dostate¢né pevné, aby nedoslo k jeho odstranéni
peristaltickymi pohyby stfeva. [2] Adhezivni vlastnosti probiotickych bakterii souvisi s jejich
schopnosti autoagregace. Probiotické bakterie se vazou na stfevni sliznici pfimou interakci
s epitelarnimi buiikami a tvofi tak bariéru, kterd zabranuje kolonizaci sliznice patogenni
mikrofldrou. Antimikrobialni u¢inek souvisi také s produkci inhibi¢nich latek, jako jsou napft.
organické kyseliny (hlavné kyselina mlé¢na a octova), které vyznamné snizuji pH prostiedi a
¢ini ho tak nevhodnym pro Zivot jinych druhti bakterii (zejména gramnegativnich patogennich
bakterii). [8] Bylo vSak prokazano, Ze probiotické kmeny se v gastrointestindlnim traktu
(GIT) zdrzuji jen nekolik tydnd, i pfesto vykazuji pfiznivy vliv na zdravi hostitele. Nez se
vsak probioticky kmen dostane do GIT, mél by byt dostatecné odolny, aby ptezil vyrobni
proces, zrani a skladovéani produktu. Nesmi vSak negativné ovlivnit kvalitu vyrobku ani jeho
chut’. Probioticky kmen musi byt uznan jako bezpecny pro konzumaci a jeho ptitomnost by
meéla mit prokazatelny ucinek na zdravi hostitele.

Nékteré pozitivni t€inky probiotik na zdravi jiz byly prozkoumény a potvrzeny klinickymi
testy. Ostatni potencidlné prospé$né ucinky probiotik, které byly prokazany pfi testech na
zvitatech, vykazuji zna¢ny potencial pro komeréni vyuziti, ale tyto kmeny nebyly dosud
testovany klinickymi testy. Zptisob, jakym jsou schopny probiotika pfiznivé ptlisobit na
zdravotni stav hostitele je specificky pro kazdy bakteridlni kmen. [2] O efektivnosti a
ucinnosti probiotik a prebiotik nejlépe vypovidaji klinické testy a nasledné meta-analyzy
ziskanych dat. Data ziskana ndhodnymi kontrolovanymi testy jsou hodnotnéjsi, poskytuji-li
informace o ucincich probiotik a prebiotik na vice riznorodou populaci a s tim souvisejicimi
aspekty. Moderni klinické testy dodrzuji standardy klinické praxe. Tyto testy nam lépe
osvétluji vztah mezi zdravim jedince a jidlem, které konzumuje, ale nezahrnuji bézné
pozorované zkreslujici jevy. Jsou proto vyzadovany nové testy zamétujici se na prozkoumani
téchto jevu. [3]

2.5.1 Crohnova choroba

Pti 1é€bé Crohnovy choroby (CD) (chronické zanétlivé onemocnéni stievni sliznice) se
uplatnila smés VLS#3 spolecné s protizanétlivou latkou mesalasinem, v disledku jejichz
pusobeni doslo k potlaceni recidivy choroby po operacnim zakroku. Podobné ucinky byly
pozorovany i pii uzivani Lactobacillus rhamnosus. Nicméné pfi testovani dalSich kment
nebylo dosazeno vyznamnych zlepSeni pti 1écbe CD. Pti¢ina ziejmée spociva v nedostate¢ném
pochopeni interakci probiotik se stfevni sliznici. Jsou proto vyzadovany dalsi testy in vivo, in
vitro 1 klinické testy pro uplné porozuméni mechanismu puasobeni probiotik na sliznici

poskozenou CD. [1]
2.5.2 Syndrom drazdivého tra¢niku

Syndrom drazdivého tra¢niku (irritable bowel syndrome, IBS) je jednou z nejcastéji
diagnostikovanych poruch gastrointestindlniho traktu. Je charakterizovan bolesti bficha,
nepravidelnym vyprazdiiovanim a ptipadnou zacpou ¢i priijmem. Faktory vzniku této nemoci
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jsou jak psychologické, tak i fyziologické. Jednd se zejména o zménu stfevni peristaltiky,
nerovnovahu neurotransmiterd neboli nizkomolekuldrnich chemickych latek vznikajicich
v nervové soustave a infekei.

Pti 1écbe tohoto syndromu byly zaznamenany ptiznivé vysledky pfi pouziti bakteridlnich
kultur Lactobacillus plantarum a Lactobacillus acidophilus. Bylo také zjisténo, ze kombinace
vice probiotickych kment Iépe a rychleji pomahd odstranit potize pti IBS. Pfi klinickych
testech byly porovnavany uc¢inky probiotik a placeba na dvé testované skupiny lidi. Skupina,
které byly podavany probiotika vykazovala vic¢i skupiné s placebem zlepSeni nékterych
symptomt, jako jsou bolesti bficha a tleva od prijmu nebo zicpy. Oproti tomu frekvence
stolice a konzistence se mezi skupinami nelisila.

Smés VSL#3 je s ispéchem vyuzivana pii 1é€bé nemoci drazdivého tra¢niku, podporuje
produkci cytokinu interleukin 10, ktery inhibuje zanétlivou rekci ve stieve. [1]

2.5.3 Priijmova onemocnéni

Pti 1€¢bé prijmovych onemocnéni vyvolanych 1é¢bou antibiotiky bylo dosazeno zlepSeni pii
podani Saccharomyces boulardii a Lactobacillus rhamnosus. Kmeny Lactobacillus a
Bifidobacterium vykazovaly pfiznivy ucinek na zmirnéni prijmu vyvolaného patogenem
Clostridium difficile. [1]

Akutni prijmova onemocnéni u déti jsou zplisobovdna zejména rotaviry, které jsou
pfenaseny fekalné —ordlni cestou. Rotaviry napadaji buniky epitelu stfevni stény a tim
rozru$uji sliznici a snizuji jeji propustnost. Grandy a kolektiv autord [15] ve své praci uvadéji,
ze pusobenim kvasinky Saccharomyces boulardii doslo k vyznamnému zkraceni doby trvani
prijmového onemocnéni (v priméru o jeden den). Jiné probiotické kmeny se neosvédcily.
Vyznamnym faktorem Uuspé$né 1é¢by prijmovych onemocnéni je spravné stanoveni
minimalni davky probiotik, kterd vykazuje pfiznivé ucinky na zdravi. U pediatrickych
pacientii s rotavirovym onemocnénim bylo jako u&inné mnoZstvi stanoveno 6 - 10% CFU,
podavané po dobu 3 dnd. [15] V indické studii, v jejimz pribéhu byla poddvana mnohem
mensi davka, 6 - 10’ CFU dvakrat denng, nebylo pozorovano zlepSeni prib&hu onemocnéni.

[1][16]
2.5.4 Dalsi onemocnéni traviciho traktu

Pozitivni ucinky probiotik byly zaznamendny i pfi 1écbé ulcerdzni kolitidy (chronické
onemocnéni stfevni sliznice) a pouchitidy (zanét ileo — pouche (neo —rekta)) pfi srovnani
s lécbou pomoci placeba. [1] U pacienti trpicich nekrotizujici enterokolitidou (akutni
zanétlivé onemocnéni diagnostikované u nedonosenych déti) pomaha podavani probiotickych
druhtt Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium infantis. V disledku podévani probiotik
doslo u pted¢asné porozenych déti ke snizeni vyskytu tohoto onemocnéni a imrtnosti. [2]

Bylo zjisténo, ze probiotické bakterie pomahaji zmirnit zédnét a omezit populaci
Heliobacter Pyroli. Gram —negativni bakterie Heliobacter pylori je pfilezitostny patogen



vyskytujici se v lidském téle, ktery za vhodnych podminek zplisobuje tvorbu Zalude¢nich
viedi. [17]

Nedavné studie se vénovaly moznosti vyuziti imunomodulacnich vlastnosti probiotickych
bakterii pro potlaceni ¢i plné zamezeni uchyceni parazitii rodu Plasmodium, které zpisobuji
onemocnéni malarii v lidském organismu. Vysledky ukazuji, ze podavani probiotik muze
slouzit jako prevence vzniku tohoto onemocnéni. Byla potvrzena zvySend imunitni odpoveéd’
vici parazitiim a zamezeni nakazy. [18]

2.5.5 Diabetes a kardiovaskularni onemocnéni

Nové objevujici se dikazy naznacuji, ze probiotika a prebiotika svym plsobenim na lidské
zdravi mohou zmirnit projevy diabetes mellitus typu 2 a pfiznivé pisobi na kardiovaskularni
systém naptiklad pii prevenci infarktu myokardu. Nicméné pro potvrzeni téchto zavéri jsou
nutné klinické testy a navazujici dopliikové testy pro ovéfeni v redlnych podminkach. [3]

2.5.6 Dalsi onemocnéni

Probiotika prospésné plisobi na pacienty s intoleranci vici laktéze neboli ¢astecné ¢i uplné
neschopnosti traviciho traktu zpracovavat laktézu (mléény cukr), produkei o — galaktosidazy.
Vyznamné se uplatituje predevSim kmen Lactobacillus acidophilus. [2] DalSim
mikroorganismem, ktery byl za timto uc¢elem studovan je Streptococcus thermophillus, v jeho
ptipad¢ jsou vSak nutné dalsi studie. [1]

Byly prokdzany antikarcinogenni ucinky probiotik. Nékteré kmeny napft. L. rhamnosus GG
jsou schopny potlacit aktivitu enzyma pfitomnych ve stolici, které preméiuji prokarcinogenni
latky na karcinogenni. Nemén¢ dtilezitd je i jejich schopnost imunitni modulace. Probiotika
plsobi na imunitni funkci téla pfimo i nepfimo ovliviiovanim jednotlivych imunoglobulinti
nebo nespecifické imunity.

Nemén¢ dulezitd je i 1écba dermatitidy u déti pomoci probiotik. Ta prokazala pozitivni
ucinek na snizeni produkce zéanétlivych citokind a bylo pozorovano zna¢né zlepSeni
symptomi dermatitidy. [2] Norska studie prokazala, Ze pfi podavani probiotického mléka
détem a t€hotnym Zzenam se v pozdé€jsim veku snizil vyskyt atopického exému a alergické
rymy. [19]

2.6 Prebiotika
2.6.1 Definice prebiotik

Prebiotika byla Gibsonem a Robertfroidem definovana jako ,nestravitelné slozky potravy,
které pozitivné ovliviiuji hostitele selektivni stimulaci riistu a/nebo aktivity jednoho nebo
limitovaného poctu probiotickych bakteridlnich druhii pfitomnych ve stfevé hostitele®.
Vsechna dosud popsana prebiotika jsou sacharidy s kratkym fetézcem a riznym stupném
polymerace (2-60 jednotek). Prebiotika nejsou stravitelnd enzymatickym systémem lidi ani
zvitat.
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V roce 2007 byla upravena definice prebiotik zroku 1995 do znéni ,Prebiotika jsou
selektivné fermentované slozky, které umoziuji ur¢ité zmény ve slozeni a/nebo v aktivité
jedné nebo omezeného poctu bakterii obsazenych ve stfeve, a tim zlepsuji zdravi hostitele.*

Nedavny vyzkum prebiotickych oligosacharidi a probiotickych bakterii vedl k vytvofeni
kombinovanych potravinovych vyrobkl tzv. symbiotik. [1]

2.6.2 Vlastnosti prebiotik a proces jejich ziskavani

Prebiotika musi spliiovat podminky jejich definice a jejich pfiznivé vlastnosti musi byt
prokdzany testy in vitro a in vivo. V poslednich letech pievladaji snahy zafadit prebiotika
mezi potraviny s prokdzanym piiznivym u¢inkem na zdravi. Vét§ina dnes znamych prebiotik
je smési nestravitelnych oligosacharidli sestavajicich z 3-10 monomerd. Od roku 1980 jsou
pouzivany pro upravu vlastnosti potravin napft. viskozity, bodu tuhnuti, barvy atd. Vykazuji
jisté vyzivové a zdravotni ucinky jako jsou snizeny vyskyt zubnich kazl, nizsi kaloricka
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hodnota a niz$i glykemicky index.

Prebiotické oligosacharidy se daji ziskat extrakci z pfirodnich zdroji, hydrolyzou
polysacharidii nebo enzymatickou ¢i chemickou syntézou z monosacharidi. VétSinou jsou
syntetizovany nebo izolovany z polysacharidli z rostlinnych zdroji nebo zfas a nasledné
enzymaticky depolymerizovany za vzniku oligosacharidi jako jsou fruktooligosacharidy,
galaktooligosacharidy, isimaltooligosacharidy, xylooligosacharidy a dal§i. Timto procesem,
za pouziti lyaz a hydrolaz, se dnes ziskdva nejvétsi mnozstvi oligosacharidi. Jako ptiklad Ize
uvést ziskdvani maltooligosacharidit ze Skrobu ptlisobenim alfa-amyldzami nebo zisk
fruktooligosacharidi hydrolyzou inulinu. Pro syntézu oligosacharidii z monosacharidi jsou
Iépe vyuzitelné enzymaticky fizené reakce z hlediska jejich stereospecifity a regiospecifity,
jako enzymy se vyuzivaji naptiklad transferazy a syntetasy. [1]

2.6.3 Vyznam a ucinky prebiotik na zdravi ¢lovéka

Prebiotika zlepsuji funkci stfeva a jeho metabolismu, zvySuji expresi a méni sloZzeni mastnych
kyselin s kratkym fetézcem, zvySuji fekalni hmotnost, snizuji pH tlustého stieva a snizuji
obsah dusikatych latek v kone¢nych produktech metabolismu traveni. Zvysuji také sekreci
vazebnych enzymi a biomarkert, které se vyuzivaji v metabolismu tukl a minerdlnich latek.
V neposledni tadé také ovliviiuji funkci imunitniho systému. Prebiotika podporuji rist
bifidobakterii a laktobacilti a oproti tomu inhibuji rist patogennich mikroorganismii, jako jsou
kmeny rodu Clostridium, Campylobacter, Enterobacterium a Salmonella. To vSechno vede
k eliminaci potizi s nadymanim, prijmem a nevolnosti. [20] Nicméné zpusob, kterym
prebiotika ovliviiuji adhezi probiotickych bakterii a inhibuji rist patogent, neni zcela
objasnén. V neddvné studii Dairy Researsch Institute v Praze bylo zjiSténo, Ze prebiotika
nepodporuji rist vSech probiotickych bakterii, ale uréity druh prebiotik zlepsuje adhezivitu
jen urcité probiotické bakterie. Dokonce i bakterie, které ptislusi do stejného rodu
(napt. Bifidobacterium) vykazuji opacnou reakci na stejny druh prebiotik (u jedné je
adhezivita zvySena a u druhé naopak). Byla také méfena zména zeta potencialu na povrchu
bakteridlnich bun¢k po ptidani prebiotik. [21] Zeta potencial je elektricky potencial



mezifazové vrstvy mezi povrchem bakteridlni buniky a prostiedim, které ji obklopuje. VétSina
bakterii ma pfi neutrdlnim pH zaporny zeta potencidl, ktery je dan disociaci kyselych skupin
(karboxylové, fosfatové) pfitomnych na bunééném povrchu. Tento potencidl lze meéfit
elektroforeticky a je silné ovlivnén hodnotou pH a pfitomnosti disociovatelnych skupin na
povrchu buriky. Pfi nizkych hodnotich zeta potencidlu dochazi ke shlukovani &astic. [22]
Byla pozorovana zména tohoto potencidlu v zévislosti na druhu pouzitych prebiotik. Pro
uréeni, ktera prebiotika jsou vhodna pro zlepSeni adhezivity danych probiotickych bakterii je
nutny dal$i vyzkum. [21]

Modulace stfevni mikrofldry za¢ina jiz po narozeni. U kojenych déti, oproti détem, které
jsou krmeny néhradni vyzivou, ptevazuji bifidobakterie. U déti jejichz stravu tvofila nahradni
vyziva, byla zastoupena celd tada bakteridlnich kment (bifidobakterie, bakteroidy,
laktobacily, klostridie a streptokoci), ale zadny nepfevladal. Lze proto usuzovat, ze
oligosacharidy ptitomné ve mléce jsou selektivné stimulaéni pro rast bifidobakterii. [20]

V roce 2003 Palframan, Gibson a Rastall ptedstavili tzv. prebioticky index (PI) (1), ktery
udava efektivitu u¢inku prebiotik na zvySeni populace bifidobakterii a laktobacilli a omezeni
rustu patogennich organismu (bakteroidy a klostridie).

Bif Lac Bac Clos
PI = + - - (1)
Total Total Total Total

Bif, Lac, Bac a Clos jsou pocty bakterii jednotlivych rodii. Total je celkovy pocet bakterii.
Kladna hodnota PI indikuje pozitivni u¢inek prebiotik na stimulaci mikroflory, zaporné ¢islo

ukazuje, ze prebiotika neméla zadny ptiznivy ucinek. Vypocet PI vSak nezahrnuje mnozstvi
zkonzumovanych prebiotik a je pouzitelny pouze u experimenti in vitro. Pti testech in vivo
lze pocty jednotlivych bakteridlnich rodt vyvodit pouze z fekalii. V roce 2007 byla
Robertfroidem navrzena upravena rovnice (2) pro testy in vivo vztazené na 1g
zkonzumovanych prebiotik.

Pl & fekalie konec g‘fekf'llie start (2)
davka prebiotik

Davka prebiotik uddvd mnozstvi gramti denné pozitych prebiotik. AvSak na zakladé¢ této
rovnice nebyl nalezen vztah mezi mnozstvim zkonzumovanych prebiotik a jejich u¢inkem. [1]

2.6.3.1 Modulace imunitniho systému

Bylo zjisténo, ze prebiotika piiznivé ovliviiuji imunitni systém stfevni sliznice, ale neni dosud
znam mechanismus rozpoznani prebiotika a nasledné imunitni reakce. Pfedpoklada se
interakce prebiotika s vrozenymi receptory umisténymi v plazmatické membrané makrofagi a
dendritickych bun€k. Napiiklad inulin byl testovan na potlaceni zanétlivych procesti pti
onemocnéni distalni kolitidou a napravu poskozeni stfevni sliznice. Imunitni systém mtize byt
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také modulovan nepfimo a to zménou zastoupeni bakterii ve stfevni mikroflofe, tyto bakterie
pak stimuluji imunitni buiiky nebo tvorbu mucinu. Fermentuji také prebiotickou vlakninu na
mastné kyseliny, které zpisobuji zmény v imunitnim systému. [1]

2.6.3.2 Prevence vniku karcinomu

Mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které vznikaji fermentaci prebiotik, ptisobi pfimo nebo
nepiimo proti Sifeni zanétu ve stieve, karcinogenezi, kolonizaci patogeny a ovliviiuji
enzymatickou aktivitu. PfedevS§im butyrat (stl kyseliny maselné) byl zkoumén z hlediska
prevence vzniku karcinomu a jako latka inhibujici mnozeni rakovinnych bunék premaligniho
a maligniho typu. [1]

2.6.3.3 Vliv prebiotik na metabolismus lipidi

Prebiotika, pfedevs§im inulin, maji pozitivni vliv na metabolismus tuki v jatrech. Ve vétSing
klinickych studii bylo prokdzano snizeni LDL—cholesterolu (Low Density Lipoprotein),
celkového cholesterolu a triacylglycerolu v krevnim séru. [1]

2.6.3.4 Vliv prebiotik na adsorpci minerdlnich ldatek

Adolescentiim je doporucovana konzumace prebiotik inulinového typu v dobé dospivani,
protoze napomahaji absorpci vapniku a tim jsou 1épe mineralizovany kosti. Zatim jsou testy
spiSe ve fazi testovani na zvitatech. Jsou zkoumany predevsim ucinky kyseliny maselné, které
napomaha vstiebavani vapniku a hoic¢iku. Na zvitatech trpicich chudokrevnosti je testovan
vliv prebiotik na regulaci transportéra zeleza. [1]

2.6.3.5 Vliv prebiotik na regulaci hmotnosti

Nekolik studii se zaméfuje na vyzkum vlivu nestravitelnych cukrii na regulaci télesné vahy a
s tim spojenych metabolickych poruch. Ptfi vyzkumech byl pozorovan vliv prebiotik
inulinového typu na sniZzeni hmotnosti. Bylo zjiSténo, ze pfi kazdodenni konzumaci doslo ke
snizeni celkového obsahu tuku v téle, snizeni celkové hmotnosti a snizeni pfijmu energie o
10 %. Snizeni energetického pfijmu je zfejmé zplisobeno zvySenou sekreci hormonit
indikujicich sytost. VétSina studii je vSak v pocatecnim stadiu. Je provadéno piredevsim
testovani na zvitratech a klinické studie zatim nejsou k dispozici. [1]

2.7 Metody analyzy probiotik

Analyza probiotickych kmentl je realizovana nejcastéji pomoci molekularné diagnostickych
technik. Nejbéznéjsi technikou je polymerdzova fetézova reakce, ktera spliiuje naroky na
citlivost a pfesnost stanoveni.



2.7.1 Polymerazova ietézova reakce (PCR) jako molekulirné diagnosticka metoda

Metoda PCR analyzy byla objevena v 80. letech 20. stoleti. Nasla, pro svoji vysokou citlivost,
Siroké uplatnéni nejen v identifikaci prebiotickych bakterii a dalsich MO, ale také pfi
diagnostickych vySettenich a pti analyze GMO (Genetically Modified Organism).

Podstatou této metody je cyklicky se opakujici syntéza vybraného useku DNA. Primery
(syntetické oligonukleotidy) se navazi na komplementarni useky denaturovaného DNA
fetézce a dochazi k syntéze nového fetézce DNA za katalyzy DNA—polymerazy. Tento proces
je zavisly na teploté a opakuje se n€kolikrat (az 35x) v cyklech sestavajicich ze tii krokl. Za
teploty 94°C dochazi k tepelné denaturaci DNA, néslednym snizenim teploty asi na 50 — 65°C
se vytvoii vhodné podminky na navazani primerti a samotna katalyzovana syntéza novych
fetézcli DNA probihy za teploty 65 —75°C (Obrazek 1). Tento d¢€j probihd v termocykleru,
kde se nastavuje program v zavislosti na specifité reakce. Vysledkem procesu je az 10°
amplikont (kopii) daného useku DNA o definovaném poctu bazi (bp). Takto naamplifikovana
DNA je nanaSena na agardzovy nebo polyakrylamidovy gel. SloZeni reak¢éni smési je uvedeno
v Tabulce 2. V&tinou se viak DNA—polymeraza, smés dNTP, PCR pufr s Mg®" ionty, dodava
spole¢né ve formeé smésného roztoku ozna¢ovaného jako tzv. Master mix apod. [23]

Tabulka 2: Slozeni reakcni smési pro PCR [23]

Matrice DNA (templat) makromolekula DNA pro syntézu novych fetézci DNA

Oligonukleotidové primery komplementarni k templatu DNA, sekvencéné specifické,
nesmi byt vici sobé komplementarni, obsahuji 18 — 30
nukleotidi

DNA-polymeraza termostabilni izolovand napf. z Thermus aquaticus,

syntetizuje novou DNA ve sméru od 5° konce k 3°

3’deoxynukleosid —5°— trifostaty | stavebni jednotky pro stavbu nové DNA
(ANTP)

Tonty Mg** nezbytné pro aktivitu DNA polymerdzy, mnoZzstvi nutno
optimalizovat pro kazdou kombinaci primert a templatu

Pufr pro PCR optimalni prostfedi pro DNA — polymerazu, obsahuje
Tris — HCI, KCI1 a MgCl,

Voda pro PCR slouzi k dofedéni objemu na vhodny objem, vhodna je

voda o odporu 18 mQ nebo voda pro injekce CSL 4

Lze rozlisit dva zakladni druhy PCR analyzy, End-point PCR a real-time PCR neboli
kvantitativni PCR (qPCR). V ptipadé End-point PCR je k ziskani vysledka tfeba produkty
PCR nanést na gel a separovat elektroforeticky pfi stalém napéti. Dojde k odseparovani DNA
dle velikosti jejich fetézce. Na gel je nanesen i vhodny standard pro ovéteni zda se ve vzorku
nachazi pozadovand DNA o urc¢eném poctu bp. [24]

Minimalni kontaminace muize zpusobit falesné pozitivni vysledky, proto je nutno dodzet
pfisné sterilni podminky. V pfipadé¢ redlnych vzorkli se muze jednat i o kontaminaci
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inhibitory PCR, jde napi o Ca®" ionty v mléénych vyrobcich. [23] Fale$né negativni vysledek
muzeme obdrzet v ptipadé, kdy amplifikace nemohla byt uskute¢néna.

pivodni fetézec DNA _ i nukleotidy
(dTTP, dCTP, dATP, dGTP)

krok 1: denaturace (95°C) |_|
DNA templat

selekce DNA 3

dva fetézce DNA krok 2: nasednuti primer( : ;
3' pro amplifikaci

55°C, DNA polymeraza

krok 3: syntéza DNA
4 fetézce DNA (72°C)

Obrazek 1: Amplifikace DNA metodou PCR (upraveno dle [25])

Real-time PCR vyzaduje pfidani dalsi slozky, fluorescenéniho barviva nebo flurescencné
znacené sondy (tzv. probe). Jedna se o jednotetézcovou DNA, ktera je sloZena asi z 30 bazi.
Ta je komplementarni k ¢asti templatu DNA, ktera se nachdzi mezi primery. Na 5° — konec je
chemicky navazan fluorochrom (fluorescen¢ni barvivo), jehoz fluorescenc¢ni signal je méten
kazdy amplifika¢ni cyklus. Na 3‘— konci je pfitomen zhaSe¢, neboli molekula, ktera pohlcuje
flourescenéni zatreni, dokud je sonda navdzana na templatu DNA. V pribéhu amplifikace je
sonda odbourana DNA —polymerdzou a jednotlivé nukleotidy sondy jsou uvolnény
(Obrazek 2). Zateni fluorochromu piestane byt pohlcovano zhasecem a emise fluorescence
nartistd. Intenzita signalu je vzdy umérnd mnozstvi DNA, kterd je v danou chvili
amplifikovana.

Metoda qPCR umoziuje stanoveni pfesné koncentrace vzorku DNA pomoci interpolace
kalibra¢ni kiivky standardi o znamé koncentraci DNA. V tom spoc¢iva hlavni rozdil oproti
End-point PCR, ktera je vyuzitelna jen pro kvalitativni analyzu. Pfi pouziti metody real-time



PCR nejsou problémy s falesné pozitivnimi ¢i negativnimi vysledky, ,,probe® slouzi jako
vnitini kontrola.

Levnéjsi a méné presnou variantou provedeni qPCR je pouziti interkala¢niho barviva, které
se vaze na jakykoli nové syntetizovany fetézec DNA a takto navdzané emituje flourescen¢ni
zéateni. Intenzita fluorescenéniho zafeni po navazani do dvoufetézce dsDNA je asi
1000 x silngjsi nez je tomu v piipadé nenavazané formy barviva. Intenzita emitované zafeni je
detekovana, ptfi¢emz interference je pfimo umérna mnozstvi naamplifikované DNA. [24] [26]

hv \
eV ave 4 .\ ‘,%

Denaturace dvouretézcové DNA.

T
LD

hv \J1,
2%l N /’t Pfipojeni sondy a primert.
COLELLL L L
hv \ I 7
i i &‘ Syntéza novych fetézci DNA,
T i uvolnéni fluorescenéniho barviva a
/. emise fluorescence.

N
ML

Obrazek 2: Real-time PCR s flurescencné znacenou sondou (upraveno dle [26])
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3 CIL PRACE

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo vypracovat struény piehled probiotickych
bakterii a probiotik, které se vyskytuji nebo jsou ptiddvany do potravinaiskych i jinych
vyrobki. Jejich prospésné ucinky na zdravi hostitele a v neposledni fad¢ popis metodiky
izolace bakteridlni DNA z vyrobku.

V experimentalni ¢asti bakalatské prace byla provedena izolace veskeré bakteridlni DNA
v kvalit¢ vhodné pro PCR zvybraného probiotického dopliikku stravy. Nasledné byla
prokéazana ptitomnost probiotickych bakterialnich kment ve vyrobku, které byly deklarovany
vyrobcem na obalu.



4 EXPERIMENTALNI CAST

Pro provedena méfeni byly pouzity upravené postupy dle skript Spanové a Ritticha (2010).
[23]

4.1 Material
4.1.1 PouZity vzorek probiotického dopliiku stravy

= Linex” Forte
Doplnégk stravy
Tobolky
Vyrobce: Lek Pharmaceuticals d.d.
1526 Ljubljana, Slovinsko
E-mail: info@lek.si
Dovozce: Sandoz s.r.o., Praha
E-mail: office.cz@sandoz.com
Sarze: EMO0889
Datum spotieby: 07/2016
Slozeni (1 tobolka): 1 x 10° kolonii bakterii Lactobacillus acidophilus (LA-5) a1 x 10°
kolonii bakterii Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12)
ve formé lyofilizatu.
Pomocné latky: dextrosa, mikrokrystalicka celulosa (E460), bramborovy Skrob, stearan
hotecnaty (E470b), inulin, oligosacharidy.

4.1.2 PouZzité bakteridlni kmeny pro pozitivni kontroly

Bakterialni DNA byla poskytnuta vedouci prace Ing. Stépankou Trachtovou, Ph.D. Tato DNA
byla izolovéna ze sbirkovych kmeni ziskanych ze Sbirky mlékatfskych mikroorganismi
v Tébote (Culture Collection of Dairy Microorganisms Laktoflora (CCDM)) a Kolekce
pramyslovych organismt v Polsku (Centre of Industrial Microorganisms Collection (LOCK)).
DNA byla izolovana metodou fenolové extrakce a vyfedéna na koncentraci 10 ng - pl™.

» Lactobacillus casei

» Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (CCDM 211/06)
» Lactobacillus paracasei (LOCK 0919)

» Bifidobacterium brevis

4.1.3 Piistroje a pomucky

* Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI

» Centrifuga miniSpin plus 14 500 ot- min" (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
= Mikropipety Discovery HTL (PZ HTL, VarSava, Polsko)

= Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

* NanoPhotometer (Implen, Miinchen, Némecko)

= Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New jersey, USA)
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Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New jersey, USA)

Mikrovinna trouba PROLINE SM117

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

Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer™, Loughborough, UK)
Zdrojelektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V. (Labnet International,
Woodbridge, USA)

Transilluminator TVR- 3121 (Spectroline, Albany, USA)

Thermal cycler DNA Engine (BIO-RAD Lab., USA)

Thermocycler Minicycler ™ (BIO-RAD Lab., USA)

Inkubaéni box UVC/T-AR, DNA/RNA, UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)
Magneticky separator (Dynal, Oslo, Norsko)

Exsikator

Laboratorni sklo

Spi¢ky z umélé hmoty

Dalsi laboratorni pomucky (Spachtle, 1zicka, bunicina...)

4.1.4 Chemikalie

Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN)

Nanaseci pufr Yeallow load (Top-Bio, Praha, CR)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

DNA standard (Malamité, Moravské Prusy, CR)

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

Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, CR)

Ethidium bromid (5 mg - ml™) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Lachema, Brno, CR)

Fluorescen¢ni barvivo GoldView (Ecoli, Bratislava, SR)

Chlorid sodny (Lachema, Brno, CR)

Chloroform (Penta, Chrudim, CR)

Isoamylalkohol (Lachema, Brno, CR)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Octan sodny (Lachema, Brno, CR)

Polyethylen glykol (PEG 6000) (FLUKA BioChemika, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Proteinaza K (Serva, Heidelberg, SRN)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)

4.1.5 Roztoky

= Lyzaéni pufr (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0 a 3 mg - ml™ lysozymu)
» Tris-HCI (1M, Tris-baze (121 g - I'"), destilovana voda, koncentrovana HCI pro tpravu pH)

* TE pufr (IM Tris-HCI (pH 7,8), 0,5M EDTA (pH 8) a destilovana voda)



» CIZ (smés chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1)
* 0,5%x TBE pufr (Tris-base (54 g- ™), kyselina borita (27,5 g - 1), destilovand voda
(980 ml) a 0,5 M EDTA (20 ml))

4.1.6 Komponenty pro PCR

= PPP Master mix (sm&s DNA-polymerasy, smés dNTP, PCR pufr s Mg ionty) (Top-Bio,
Praha, CR)

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

* Primery specifické pro doménu Bacteria [27]

= Primery specifické pro rod Lactobacillus [27]

» Primery specifické pro rod Bifidobacteria (Pbi F1, Pbi R2) [28]

4.1.7 Magnetické nosice

Pro izolaci DNA byly pouzity magnetické nosice F-kol B 100 ox (2 mg-ml'l), které byly
ptipraveny Ing. Danielem Horakem CSc. Na Ustavu makromolekularni chemie Akademie véd
CR v Praze.

Vlastnosti téchto ¢astic jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Viastnosti magnetickych polymernich nosici

polymer | Fe [%hm] | primér nosi¢e [um] |PDI |Dn |Dw |-COOH [mM - g'l]
PGMA 5,36 0,70 1,16 10,70 | 0,81 | 0,67
(PGMA — polyglycidyl methakrylat, PDI — index polydisperzity (pomér hmotnosti a poctu nosicii o

priameérné velikosti), Dn — pocet Cdstic prumerné velikosti, Dw — hmotnost Castic primérné velikosti)
4.2 Metody
4.2.1 Lyze bakteridlnich bunék

= ] tobolka vyrobku byla steriln¢ odebréna a jeji obsah byl dikladné resuspendovan ve 2 ml
lyza¢niho pufru s lysozymem (3 mg - ml™).

* Vzorek byl rozdélen do dvou Eppendorfovych zkumavek (1,5ml). Do kazdé byl
napipetovan objem 1 ml vzorku.

* Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

= K suspenzi vzorku bylo ptidano 100 pl 10% SDS a 50 pl proteinasy K (0,1 mg'ml™).

* Vzorky byly inkubovany 1 hodinu v inkubétoru pii teploté 55°C.

* Vzorky byly uchovany v mrazaku pfi —20°C, aby nedoslo k degradaci DNA.

4.2.2 Fenolova extrakce bakterialni DNA

= K 500 pl lyzatu bun€k byl pfidan stejny objem fenolu (ptedestilovany, pH 7,8) a smés byla
kyvavym pohybem michana 4 minuty. Po té byla smés centrifugovana pifi 14 500 ot-min’
' po dobu 5 minut.
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» Byla odebrana vodni faze s DNA do Eppendorfovy zkumavky a byla doplnéna TE pufrem
na objem 500 pl. Poté bylo pfidano 700 pl roztoku CIZ a &sbyla promichdvéana
4 minuty kyvavym pohybem.

= Po centrifugaci smé&si pii 14 500 ot-min™' po dobu 5 minut byla odebrana vodni faze do &ité
Eppendorfovy zkumavky.

= Extrakce byla provedena pro oba vzorky hrubého lyzatu bunék.

4.2.3 Srazeni DNA etanolem

= Objem vzorku byl upraven TE pufrem na 400 pl, bylo ptidano 20 pl 3 M octanu sodného a
roztok byl promichan.

= Ke vzorku byl pfidan 1 ml vychlazeného 96% ethanolu (—20 °C), smé&s byla promichana a
inkubovana pii —20 °C po dobu 15 minut.

* Smés byla centrifugovéana pii 14 500 ot-min™' po dobu 15 minut. Po odliti supernatantu byl
sediment vysuSen v exsikatoru (15 minut) a byl rozpustén v 200 pl TE pufru. DNA byla
uchovavana pti teploté 4 °C.

4.2.4 1Izolace DNA z hrubého lyzatu bunék pomoci magnetickych mikroc¢astic

= Separacni smés pouzitd pro izolaci celkové DNA z hrubého lyzatu bun€k pomoci
magnetickych mikrocastic F-kol B 1000x byla namichéna v pfesném potadi dle Tabulky 4.

Tabulka 4:Separacni smés

Krok Slozka Objem [pl]
1 NaCl (5 M) 400
2 DNA (lyzat bun¢k) 100
3 PEG 6000 (40%) 400
4 Magneticky nosi¢ (2 mgml™) 100
celkem 1 000

= Vysledna koncentrace PEG 6000 je 16 % hm, NaCl 2 M.

= Smés vSech slozek v Eppendorfové zkumavce byla inkubovana 10 minut pii laboratorni
teplote. Poté byla kratce sto¢ena na minicentrifuze a umisténa do magnetického separatoru.
Magnetické Castice byly separovany 5 minut pfi laboratorni teplote.

* Po odebrani supernatantu bylo do zkumavky ptidano 1 000 pl 70% etanolu, vzorek byl
promichdn a magnetické cCastice byly separovany pomoci magnetického separatoru.
Ethanol byl odebran a DNA navazana na magnetické nosi¢e byla znovu nékolikrat promyta
ethanolem (70%, 500 pl).

= Zbyly etanol byl odpafen v exsikatoru a ziskand DNA adsorbovana na magnetické nosice
byla eluovana do 50 pl TE pufru.

* Druhy den byly magnetické Castice odseparovany pomoci magnetického separatoru a eluat
obsahujici DNA byl odebran do ¢istych Eppendorfovych zkumavek.



4.2.5 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty bakterialni DNA

Pomoci pfistroje NanoPhotometer byla prométfena absorbance izolované DNA v TE pufru
proti ¢istému TE pufru. Bylo pouzito vicko lid 10, které je optimalni pro koncentraci DNA
ve vzorku 14 —700 ng-ul”. Objem roztoku DNA pouzitého k mé&feni byl 3 ul vzorku a
opticka draha byla 1 nm.

Absorbance byla proméfena pro vinové délky 230 nm (minimum absorbance pro DNA),
260 nm (maximum absorbance pro DNA), 280 nm (maximum absorbance pro proteiny) a
320 nm .

Z hodnoty absorbance pro 260 nm byla stanovena koncentrace DNA ve vzorku.

Z hodnoty Ajeonm/A280nm byla urcena Cistota vzorku DNA. Ta by méla idealné spadat do
rozmezi 1,8-2,0.

4.2.6 Gelova elektroforéza bakterialni DNA

Byl ptipraven 0,8% agarosovy gel navazenim 0,4 g agarosy a jejim rozpusténim v 50 ml
0,5 x TBE pufru. Suspenze byla rozvatena v mikrovinné troube¢.

Po vychladnuti na teplotu cca 60 °C byla suspenze promichana a nalita do pfipravené
formy.

Gel byl ponechdn 1,5 hodiny tuhnout a nésledné byl vyjmut hiebinek a do vzniklych
komtrek byly nanaSeny vzorky. Vzorky byly pfipraveny smichanim 15 pl vzorku DNA
s 3 ul nanéseciho pufru (6 x koncentrovany, akridinova oranz).

Byly naneseny dva vzorky DNA ziskané pomoci fenolové extrakce a dva ziskané pomoci
magnetickych nosicu.

Stejnym zplisobem byla nanesena pozitivni kontrola bakterialni DNA kmene Lactobacillus
casei.

Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky a byl ptevrstven 0,5 X TBE pufrem do vysky
asi 1 cm nad gel. Elektroforéza probihala po dobu 1,5 hodiny pti konstantnim napéti 80 V.
Po skonceni elektroforézy byl gel umistén do 1azné s ethidiumbromidem (20 minut) a poté
byl pfemistén na transiluminator a byl vyhodnocen v UV svétle pti vinové délce 305 nm.

4.277 PCR
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Vsechny komponenty PCR byly pfed pouzitim rozmrazeny, promichany a kratce
zcentrifugovany.

Byla pfipravena smés pro PCR o celkovém objemu 25 pl.

Potadi, objemy a koncentrace komponent pro PCR byly pouzity v souladu s doporu¢enim
vyrobce pouzitého PPP Master Mixu a jsou uvedeny v Tabulce 5.



Tabulka 5: Priprava smési pro PCR

Krok Komponenta Objem [pl]
1 Voda pro PCR 9,5
2 PPP Master mix 12,5
3 Primer 1 (10 pmol-ul™) 1,0
4 Primer 2 (10 pmol-ul™) 1,0
5 Matrice DNA 1,0
Celkem 25,0

= Jako DNA matrice byla pouzita purifikovand DNA jednotlivych vzorkd, zfedéna
na koncentraci 10 ng- ul'l. Byly pouzity dva vzorky DNA izolované pomoci magnetickych
nosicl a dva vzorky izolované pomoci fenolové extrakce. Do reakéni smési byla DNA
pridavana jako posledni.

* Analogicky byla pfipravena negativni kontrola (kontrola kontaminace komponent), matrice
DNA byla nahrazena stejnym mnozstvim vody pro PCR.

= Stejnym postupem byla pfipravena pozitivni kontrola (kontrola preciznosti prace), v patém
kroku byla DNA matrice nahrazena stejnym mnozstvim DNA izolované z Cistych
bakterialnich kultur o koncentraci 10 ng'ul™. V piipads PCR specifické pro doménu
Bacteria se jednalo o kulturu Lactobacillus paracasei subsp. paracasei CCDM 211/06, v
PCR specifické pro rod Lactobacillus o kulturu Lactobacillus paracasei LOCK 0919 a
v PCR specifické pro rod Bifidobacterium o kulturu Bifidobacterium brevis.

4.2.7.1 PCR primery

» Pro pfipravu PCR smési byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub,
R _eub) [27], pro rod Lactobacillus (F_all lact, R _all lact) [27] a pro rod Bifidobacterium
(Pbi F1, Pbi R2). [28]

= Sekvence primera specifickych pro doménu Bacteria jsou uvedeny v Tabulce 6, pro rod
Lactobacillus v Tabulce 7 a pro rod Bifidobacterium v Tabulce 8.

Tabulka 6: Specifické primery pro doménu Bacteria [27]

Primery Sekvence primeru (5'- 3") Velikost produktii PCR
F eub TCC TAC GGG AGG CAGCAGT 466 b
R eub | GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT P

Tabulka 7: Specifické primery pro rod Lactobacillus [27]

Primery Sekvence primeru (5'- 3") Velikost produkti PCR
F alllact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 9
R alllact | AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT P

Tabulka 8: Specifické primery pro rod Bifidobacterium [28]

Primery Sekvence primeru (5'- 3") Velikost produkti PCR
Pbi F1 CCG GAATAGCTCC 914 b
Pbi R2 GAC CAT GCA CCA CCT GTG AA P




4.2.7.2 PCR programy

Byla provedena amplifikace izolované DNA pii riznych teplotnich programech
v zavislosti na pouzitych primerech

Teplotni program pro doménu Bacteria je uveden v Tabulce 9, pro rod Lactobacillus
v Tabulce 10 a pro rod Bifidobacteria v Tabulce 11.

Tabulka 9: Teplotni program pro doménu Bacteria [27]

Prodlouzena Denaturace | Hybridizace | Syntéza novych Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primert fetézci DNA DNA
95 °C/30 55°C 2°C/1 mi
95 °C/5 min - 30s | 72 °C/1 min 72 °C/5 min
30 cyklu

Tabulka 10: Teplotni program pro rod Lactobacillus [27]

Prodlouzena Denaturace | Hybridizace | Syntéza novych Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primert fetézci DNA DNA
: 94 °C/30 58 °C/30 72 °C/1 mi :
95 °C/5 min > > == 72 °C/5 min
30 cykld
Tabulka 11: Teplotni program pro rod Bifidobacterium [28]
Prodlouzena Denaturace | Hybridizace | Syntéza novych Dosyntetizovani
denaturace DNA DNA primert fetézci DNA DNA
: 94 °C/1 min | 50 °C/1 mi 72 °C/2 mi :
94 °C/5 min — - — 72 °C/5 min
30 cykla

4.2.7.3 Agarosovd gelova elektroforéza PCR produktii

Byl pfipraven 1,6% agarosovy gel pro PCR produkty amplifikované pomoci primert
specifickych pro doménu Bacteria [27], 1,5% pro PCR produkty specifické pro rod
Lactobacillus [27] a 2% pro PCR produkty specifické pro rod Bifidobacterium [28]. A to
navazenim 0,8 g (resp. 0,75 g; 1 g) agarosy a jejim rozpusténim v 50 ml 0,5 X TBE pufru.
Suspenze byla rozvatena v mikrovinné troubg.

Po vychladnuti na teplotu cca 60 °C byla suspenze promichana (bylo ptidano fluorescencni
barvivo GoldView (5 pl barviva/100 ml) a nalita do pfipravené formy.

Gel byl ponechan 1 hodinu tuhnout a nésledné byl vyjmut hiebinek a do vzniklych
komtrek byly nanaseny vzorky obsahujici nanaseci pufr (6 x koncentrovany).

Byly naneseny dva vzorky DNA ziskané pomoci fenolové extrakce a dva ziskané pomoci
magnetickych nosi¢ii, do jedné z komirek byl nanesen standard (100 bp) o objemu 5 pl
(dle doporuceni vyrobce).

Gel byl vlozen do elektroforetické vanicky a byl ptevrstven 0,5 X TBE pufrem do vysky
asi 1 cm nad gel. Elektroforéza probihala po dobu 1,5 hodiny pii konstantnim napéti 80 V.
Po skonceni elektroforézy byl gel pfemistén na transiluminator a byl vyhodnocen v UV
svétle pti vinové délce 305 nm. Poptipadé byl gel dobarven v 1azni s ethidiumbromidem.
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5 VYSLEDKY
5.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a ¢istoty bakterialni DNA

= Spektrofotometricky na pfistroji NanoPhotometer (Implen) byla v rozmezi vinovych délek
220 — 320 nm promé&fena absorbance vzorki DNA izolovanych z vyrobku Linex® Forte.
Vysledky stanoveni jsou uvedeny v Tabulce 12 a v Tabulce 13.

Tabulka 12:Spektrofotometrické stanoveni DNA izolované metodou fenolové extrakce

Vzorek 1 Vzorek 2
Koncentrace [ng-ul™'] 409 388
A230 im 0,534 0,668
A260 nm 0,825 0,840
A280 nm 0,394 0,441
A320mm 0,007 0,065
A260 nm/A280 nm 2,114 2,061
As60 am/A230 nm 1,552 1,285

Tabulka 13:Spektrofotometrické stanoveni DNA izolované magnetickymi nosici F-kol B 100 ox

Vzorek 1 Vzorek 2
Koncentrace [ng-pl”'] 44,5 20,5
A230 im 0,142 0,056
A260 im 0,120 0,054
A280 nm 0,089 0,040
A320 nm 0,031 0,013
A260 nm/A 280 nm 1,534 1,519
A260 nm/A230 nm 0,802 0,953

Spektrofotometricky byla prokazana piitomnost DNA a byla zméfena jeji koncentrace.



5.2 Gelova elektroforéza bakterialni DNA

» Ptitomnost bakteridlni DNA byla ovéfena agarosovou gelovou elektroforézou (Obrazek 3).
Schéma naneseni DNA izolované z vyrobku Linex® Forte a z kultury Lactobacillus casei
je uvedeno v Tabulce 14.

#—— chromosomalu DINA

—
L extrachromosomalni DINA
«—
—— RENA
Obrazek 3:Agarosova gelova elektroforéza bakterialni DNA
Tabulka 14: Schéma naneseni vzorkit na gel
Béh 1 pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus casei, 10 ng-ul™)
Béh 3 DNA izolovand magnetickymi nosici
Béh 4 DNA izolovand magnetickymi nosici
Béh 6 DNA izolovana fenolovou extrakei
Béh 7 DNA izolovana fenolovou extrakei

Agardsovou gelovou elektroforézou byla prokazana pritomnost chromosomalni a
extrachromosomalni DNA a RNA ve vzorcich izolované DNA.
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5.3 Prokazani pritomnosti DNA bakterii domény Bacteria metodou PCR

Ptitomnost bakteridlni DNA domény Bacteria byla dokdzana pomoci primert specifickych
pro tuto doménu. [27] Velikost specifickych produktii PCR byla 466 bp (base pair). Vysledny
gel je uveden na Obrazku 4. Schéma naneseni vzorkt je uvedeno v Tabulce 15.

1500 bp —»
1000 bp —>

500 bp —>» <— 466 bp

100 bp —»

Obrazek 4:Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii specifickych pro doménu Bacteria [27]

Tabulka 15: Schéma naneseni vzorkit na agarozovy gel PCR specifické pro doménu Bacteria

Béh 1 negativni kontrola

Beh 2 pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus paraclasei subsp. paracasei CCDM 211/06,
10 ng-ul™)

B¢h 3 DNA standard 100 bp

Béh 4 DNA izolovana fenolovou extrakci

Béh 5 DNA izolovana fenolovou extrakci

Béh 6 DNA izolovand magnetickymi nosici

Béh 7 DNA izolovand magnetickymi nosici

Ve vsech vzorcich byla pomoci PCR specifické pro doménu Bacteria [27] prokazana
ptitomnost bakterialni DNA.



5.4 Prokazani pritomnosti DNA bakterii rodu Lactobacillus metodou PCR

Ptitomnost bakteridlni DNA rodu Lactobcillus byla ovéfena pomoci primerti specifickych
pro tento rod. [27] Byly amplifikovany tseky DNA o délce 92 bp. Snimek agarézového gelu
s nanesenymi produkty PCR je uveden na Obrazku 5. Schéma naneseni vzorkli je uvedeno
v Tabulce 16.

<«— 1500 bp

<«— 1000 bp

<— 500 bp
<— 400 bp

<— 300 bp

<— 200bp

<«— 100 bp
92 bp—>»

Obrazek 5: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktii specifickych pro rod Lactobacillus [27]

Tabulka 16: Schéma naneseni vzorkit na agararozovy gel PCR produktu specifickych pro rod
Lactobacillus

Béh 1 negativni kontrola

Béh 2 pozitivni kontrola (DNA Lactobacillus paracasei LOCK 0919, 10 ng-pl™)
B¢h 3 DNA standard 100 bp

Béh 4 DNA izolovana fenolovou extrakci

Béh 5 DNA izolovana fenolovou extrakci

Béh 6 DNA izolovand magnetickymi nosici

Béh 7 DNA izolovand magnetickymi nosici

Agardsovou gelovou elektroforézou byla prokdzana ptitomnost PCR produktii
specifickych pro rod Lactobacillus [27] ve vSech vzorcich nanesené DNA.
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5.5 Prokazani pritomnosti DNA bakterii rodu Bifidobacterium metodou PCR

» Pfitomnost bakteridlni DNA rodu Bifidobacterium byla dokdzédna pomoci primerd
specifickych pro tento rod [28]. Byly amplifikovany tseky DNA o délce 914 bp. Produkt
PCR analyzy byl nanesen na agarosovy gel (1,5%) (Obrazek 6). Schéma naneseni vzorka
je uvedeno v Tabulce 17.

1 2 3 4 B 6 7

1500 bp—>»

1 000 bp—» TP —
1 " N B A S R e
— Ol € 914 bp

500 bp —»
400 bp —>»

300 bp—»

200 bp —»

100 bp—>»

Obrazek 6: Agarosova gelova elektroforéza PCR produktit specifickych pro rod Bifidobacterium [28]

Tabulka 17: Schéma naneseni vzorku na agararozovy gel PCR specifické pro rod Bifidobacterium

Béh 1 negativni kontrola

Béh 2 pozitivni kontrola (Bifidobacterium brevis, 10 ng-ul™)
B¢h 3 DNA standard 100 bp

Béh 4 DNA izolovana fenolovou extrakci

Béh 5 DNA izolovana fenolovou extrakci

Béh 6 DNA izolovand magnetickymi nosici

Béh 7 DNA izolovand magnetickymi nosici

Agarosovou gelovou elektroforézou prokazana pritomnost PCR produktt specifickych pro
rod Bifidobacterium [28] ve vSech vzorcich nanesené DNA.



6 DISKUZE
6.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Pomoci pfistroje NanoPhotometer byla zmétfena absorbance vSech vzorki izolované DNA
v rozmezi vinovych délek 220 —310 nm. Pomeér absorbanci Azeonm/A280nm j€ pro DNA
izolovanou fenolovou extrakci roven 2,114 pro vzorek 1 a 2,061 pro vzorek 2. Tyto hodnoty
nelezi v rozmezi 1,8 —2,0, které zna¢i vzorek DNA nezneCiStény proteiny nebo RNA.
Hodnoty 2,114 a 2,061 indikuji znecisténi RNA, coz je v souladu s postupem ptipravy
vzorku, kdy RNA nebyla pii ptipravé hrubého lyzatu odstranéna. Vzorek nebyl znecistén
fenolem, protoze je splnéna podminka A230nm < A260nm. Koncentrace DNA ve vzorku 1 byla
stanovena na 409 ng-ul™ a ve vzorku 2 na 388 ng-ul”'. Znegisténi vzorkd bylo dle vysledki
meéfeni minimalni a bylo zejmé zpisobeno pomocnymi latkami obsazenymi v tobolkach, které
nesly béznymi technikami extrakce odstranit.

Pomér absorbanci Ajzeonm/A2s0nm j€ pro DNA izolovanou magnetickymi nosi¢i roven
1,534 pro vzorek 1 a 1,519 pro vzorek 2. Tyto hodnoty nelezi v rozmezi 1,8-2,0, které znaci
vzorek DNA neznecistény proteiny nebo RNA. Hodnoty 1,534 a 1,519 indikuji znecisténi
proteiny. [23] Koncentrace DNA ve vzorku 1 byla stanovena na 44,5 ng-ul™” a ve vzorku 2 na
20,5 ng-pl™'. Znegisténi ziejme bylo zptisobeno pomocnymi latkami obsazenymi v tobolkach,
které pii separaci obalily magnetické céstice a bylo obtizné je odstranit. Rozdily
v koncentracich DNA izolované magnetickymi nosi¢i jsou ziejmé zplsobeny rozdilem
v napipetovaném mnozstvi téchto nosicu.

6.2 Gelova elektroforéza vzorku bakterialni DNA

Bakterialni DNA ziskand fenolovou extrakci a separaci magnetickymi nosi¢i z tobolky
vyrobku Linex® Forte, byla nanesena na agarosovy gel. Byla analyzovéna pfitomnost a
intaktnost ziskané DNA. Vzorky DNA izolované fenolovou extrakci byly na agarosovém gelu
velmi zfetelné (béhy 6 a 7). Byla detekovana chromosomalni DNA, extrachromosomalni
DNA a RNA (Obrazek 2). Ptitomnost RNA odpovidd vysledku spektrofotometrického
stanoveni. [23] Riiznd intenzita pasi viditelnych na agarosovém gelu je zptsobena riiznou
koncentraci DNA ve vzorcich, které jsou nanaSeny. Vzorky DNA vyizolované magnetickymi
nosici nebyly na agarosovém gelu zietelné (béhy 3 a 4). To bylo zplisobeno nedostate¢nou
koncentraci DNA ve vzorku pro analyzu gelovou elektroforézou. Koncentrace bakteridlni
DNA, kterd byla pouzita jako pozitivni kontrola (b&h 1) byla také pro detekci agardsvou
gelovou elektroforézu nedostatecnd, nicméné v oblasti detekce RNA je slabé viditelna.

6.3 PCR analyza bakterialni DNA pro doménu Bacteria

DNA ziskana fenolovou extrakci a pomoci magnetickych nosi¢li byla vyfedéna na
koncentraci 10 ng-ul” a amplifikovana pomoci primeri specifickych pro doménu Bacteria.
[27] PCR produkt byl nanesen na agarosovy gel a vyhodnocen elektroforeticky. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita amplifikovand DNA Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
CCDM 211/06. Vsechny vzorky izolované DNA maji jasné viditelné pasy v oblasti pro
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466 bp stejné jako kontrolni vzorek (pozitivni kontrola). Tim je prokazano, Ze vzorky
bakterialni DNA pochazeji z kultur nalezejicich pod doménu Bacteria. Stejnou metodou byla
prokéazana ptritomnost DNA této domény ve vzorku i jinymi autory. [27] Na gelu byly
detekovany pasy v oblasti 100 bp, jedna se o tzv. dimery primert. Dimery vznikly ziejmé
z dlivodu nizké koncentrace amplifikované DNA na pocatku amplifikacniho procesu.
Vysledné pasy jsou stejné intenzivni, to 1ze zdivodnit témér stejnou koncentraci vzorkii DNA
pro PCR analyzu, z diivodu vyfedéni viech vzorkti DNA na stejnou koncentraci 10 ng-pl™.

6.4 PCR analyza bakterialni DNA pro rod Lactobacillus

DNA izolovana magnetickymi nosi¢i i fenolovou extrakci z tobolky vyrobku Linex® Forte
ziedéna na koncentraci 10 ng-ul™” byla amplifikovana pomoci PCR primerii F_all lact a R_all
lact. [27] Produkty PCR byly vyhodnoceny elektroforeticky na 2% agarosovém gelu. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita amplifikovand DNA DNA Lactobacillus paracasei LOCK
0919. Vsechny vzorky izolované DNA maji jasn¢ viditelné pasy v oblasti pro 92 bp stejné
jako kontrolni vzorek (pozitivni kontrola) DNA kultury Lactobacillus paracasei LOCK 0919.
Tim je prokdzéno, Ze vzorky bakteridlni DNA pochazeji z kultur nalezejicich k rodu
Lactobacillus. Podobnou metodou byla prokdzana ptitomnost DNA rodu Lactobacillus ve
vzorku i jinymi autory. [27] Negativni kontrola nevykazuje zddnou kontaminaci v prib&éhu
prace a nebyl potvrzen faleSné pozitivni vysledek. Vysledné péasy jsou stejné intenzivni
z divodu téméf stejné koncentrace vzorkii DNA pro PCR analyzu. Pésy jsou vSak rozmazané,
coz zna¢i pfili§ vysokou koncentraci DNA a stim spojené pietizeni elektroforetického
zafizeni.

6.5 PCR analyza bakterialni DNA pro rod Bifidobacterium

DNA izolovana magnetickymi nosi&i i fenolovou extrakci z tobolky vyrobku Linex® Forte
byla zfedéna na koncentraci 10 ng-ul” a amplifikovana pomoci PCR primeri Pbi F1 a Pbi R2.
[28] Produkty PCR byly vyhodnoceny elektroforeticky na 1,5% agarosovém gelu. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita amplifikovand DNA Bifidobacterium brevis. VSechny
produkty PCR maji jasné viditelné pasy v oblasti pro 914 bp stejn¢ jako pozitivni kontrola
ptipravend amplifikaci DNA izolované z kultury Bifidobacterium brevis. Tim je prokéazéano,
ze izolované vzorky DNA obsahuji bakteridlni DNA pochdzejici z kultur nalezejicich k rodu
Bifidobacterium. Podobnou metodou byla prokazana ptitomnost DNA rodu Bifidobacterium
ve vzorku i jinymi autory. [28] Nebyl potvrzen falesné pozitivni vysledek, protoze na gelu
neni viditelny pas v béhu, kde byla nanesena negativni kontrola. VSechny pasy jsou stejné
intenzivni, to lze zdivodnit téméf stejnou koncentraci vzorki DNA pro PCR analyzu.
Vsechny pasy vykazuji ,,chvostovani“ z diivodu pftili§ vysoké koncentrace DNA v nanaSeném
vzorku a s tim spojeného pietizeni elektroforetického zatizeni.



7 ZAVER

Teoreticka Cast prace se zabyva vyuzitim probiotickych bakteridlnich kmenti a prebiotické
vlakniny k modulaci gastrointestindlniho traktu hostitele a ke zlepSeni jeho celkového
zdravotniho stavu. Zabyva se také vlastnostmi vybranych probiotickych bakterii a jejich
vhodnymi kombinacemi v probiotickych vyrobcich, vcetné kombinaci s prebiotiky
(symbiotika). Je pojednano také o vyuziti probiotik a prebiotik v potravinafskych aplikacich.
V neposledni fad¢ jsou zminény metody izolace bakterialni DNA.

V experimentalni ¢asti byla analyzovdna bakteridlni DNA ziskdna z komeréniho
potravinového doplitku stravy Linex® Forte. Byla zji§fovana pfitomnost probiotickych
bakterii deklarovanych vyrobcem. Byla provedena lyze bakteridlnich bunék obsazenych v
tobolce Linex® Forte. Z hrubého lyzatu bun&k byla izolovana bakterialni DNA metodou
fenolové extrakce a vzorek byl nasledné¢ preistén ethanolem a analyzovan
spektrofotometricky a pomoci agarosové gelové elektroforézy. Detekce gelu UV svétlem
odhalila ptitomnost nukleovych kyselin ve vzorku ve vysoké koncentraci, coz potvrdilo
vysledky spektrofotometrického meéteni. Z hrubého lyzatu bun€k vzorku potravinového
doplitku Linex® Forte byla izolovana DNA pomoci magnetickych nosi¢d a DNA byla
nasledné analyzovana metodou PCR na pfitomnost DNA domény Bacteria, jejiz ptitomnost
byla potvrzena. Dale byla metodou PCR prokazana ptitomnost DNA rodu Bifidobacteria a
Lactobacillus ve vzorku, coz souhlasi s udaji deklarovanymi vyrobcem. Vysledky potvrzuji,
ze metoda PCR v kombinaci s izolaci DNA fenolovou extrakci i magnetickymi nosi¢i je
vhodné pro analyzu mikrobiologického slozeni komplexnich probiotickych vyrobkd, u nichz
1ze ptedpokladat obsah moznych inhibitorid PCR.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

MO
FAO
WHO
WGO
PCR
qPCR
DNA
RNA
GI
GIT
CD
IBS
CFU
SDS
PEG

EDTA

GMO

SHIME

LDL

CCDM

LOCK

mikrooganismy

Organizace pro vyzivu a zem&d€lstvi (Food and Agriculture Organisation)
Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

Svétova gastroenterologicka organizace (World Gastroenterology Organisation )
polymerazova fetézova reakce

kvantitativni polymerazova fetézova reakce

deoxyribonukleova kyselina

ribonukleova kyselina

gastrointestinalni

gastrointestinalni trakt

Crohnova choroba

syndrom drazdivého tra¢niku (irritable bowel syndrome)

kolonie tvofici jednotku (colony—forming unit)

dodecylsulfat sodny

polyethylen glykol

ethylendiamintetraoctova kyselina

par bazi (base pair)

geneticky modifikovany organismus (Genetically Modified Organism).

Simulator lidského stfevniho mikrobidlniho ekosystému (Simulator of Human
Intestinal Microbial Ecosystem)

nizkodenzitni lipoprotein (Low Density Lipoprotein)

Sbirka mlékatskych mikroorganismi v Tébote (Culture Collection of Dairy
Microorganisms Laktoflora)

Kolekce priimyslovych organismi Polsko (Centre of Industrial Microorganisms
Collection)



