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ABSTRAKT

V teoretickej Casti prace je pozornost’ zamerana na definiciu probiotik, na ich zdravotné
vyhody, na probiotické potraviny, na Kkritéria bezpecnosti probiotik, vratane metdd
identifikacie probiotickych baktérii. V praktickej cCasti prace bola pozornost zamerana
na identifikdciu probiotickych baktérii obsiahnutych v mliecnom vyrobku Actimel. DNA
v kvalite vhodnej pre PCR bola izolovand pomocou magnetickych mikrocastic
P(HEMA-co-GMA). Identifikdcia bola prevadzand metdédou polymerazovej retazovej
reakcie. Gélovou elektroforézou produktu sa potvrdila pritomnost’ bakterialnej DNA
pre doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh Lactobacillus casei. Specifické produkty PCR
o vel'kostiach 466 bp (doména Bacteria), 250 bp (rod Lactobacillus) a 136 bp (druh
Lactobacillus casei) boli detekované po amplifikdcii DNA izolovanej z probiotického
mliec¢neho vyrobku.

ABSTRACT

The theoretical part of this thesis focuses on definition of probiotics, their health benefits,
probiotic foods, safety criteria for probiotics used in foods, including methods for the
identification of probiotic bacteria. Experimental part of work was focused on the
identification of probiotic bacteria contained in the milk product Actimel. DNA quality
suitable for the PCR was isolated by magnetic microparticles P(HEMA-co-GMA).
Identification was estimated using the method of polymerase chain reaction. The presence of
DNA of domain Bacteria, genus Lactobacillus and species Lactobacillus casei was confirmed
by gel electrophoresis of PCR products. Specific PCR products of the sizes of 466 bp (domain
Bacteria), 250 bp (genus Lactobacillus) and 136 bp (Lactobacillus casei) were detected after
amplification of DNA isolated from a probiotic milk product.

KEUCOVE SLOVA
probiotikd, bezpecnostné kritérid, probiotické potraviny
KEY WORDS
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1. UVOD

Existujicim probiotikdm vo vSeobecnosti pripisujeme viacero vyhod, ako napr. zlepSenie
trdvenia, inhibicia patogénov, stimulacia imunitného systému ¢i antikarcinogénna aktivita.
Vyuzivaju sa hlavne v potravinarstve a v d’alSich oboroch.

Napriek tomu, Ze tieto probiotické organizmy boli konzumované spolu s potravinami alebo
boli v blizkom kontakte s 'udmi po starocCia, ich nepriaznivé ucinky sa doteraz vyznamne
nepreukazali. V dnesnej dobe existuje viacero organizacii, ktoré sa zaoberaji bezpecnost'ou
probiotik.

Bezpecnostné aspekty Specifikdcie probiotik zahffiaji urcenie ich povodu, nepatogénne
a antibiotické vlastnosti.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika, prebiotika a synbiotika

Probiotikd su zivé mikroorganizmy, ktoré ak su pravidelne konzumované v dostatocnom
mnozstve vhodnym spdsobom a v primeranych davkach upravuju c¢revna bakteridlnu
rovnovdhu a majd priaznivy vplyv na hostitel'a (Brown a Valiere 2004).

Cely koncept probiotik nie je novy. Boli konzumované 'udmi vo forme fermentovanych
potravin po tisice rokov (Kopp-Hoolihan 2001). Ich zdravotny vyznam bol tiez dlho znadmy.
Uz Hippokrates a d’als$i vedci v rannom veku uvadzali, ze fermentované mlieko by mohlo
liecit’ poruchy zazivacieho ustrojenstva.

Prebiotika predstavuju nestraviteI'né latky v potravinach, ktoré podporuju rast a aktivitu
jedného druhu alebo neobmedzeného poctu ¢revnych probiotickych baktérii (Hegazi a Seth
2013). Ovplyviiuju tak zloZenie Crevnej mikrofléry a tym priaznivo pdsobia na zdravie
hostitel’a. Prebiotikd st obsiahnuté v materskom mlieku, obilovinach ale aj ovoci a zelenine.
Medzi najviac preskimané prebiotikd zaradujeme inulin, fruktooligosacharidy
a galaktooligosacharidy.

Kombindciu prebiotik a probiotik predstavuji synbiotika.

2.2 Probioka a ich zdravotné dopady

Probiotikd mézu byt’ priddvané do potravin — jogurtov a d’alSich fermentovanych mlie¢nych
vyrobkov alebo moZzu byt’ uzivané aj ako doplnky stravy.

Zdroje probiotik vo forme bezne dostupnych potravin maji ti vyhodu, ze okrem
probiotickych baktérii poskytuju telu tiez vyzivu. AvSak vo vSeobecnosti obsahuju nizsie
mnozstvo probiotickych baktérii v porovnani s probiotikami v tobolkach. Zdravotné benefity
konzumacie probiotik su zhrnuté na obrdzku 1. NajvyznamnejSie si normalizicia zloZenia
¢revnej mikroflory, imunomodulacia a metabolické ucinky.
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Obrazok 1: Zdravotné benefity konzumacie probiotik (upravené podla Parvez a kol. 2006).

Predpokladany mechanizmus ucinku probiotik spociva v imunomoduldcii a v priame;j
inhibicii patogénov. Hydrolyza laktézy je jeden z metabolickych uc¢inkov probiotik a vedie
k zlepSeniu prejavov laktézovej intolerancie. Probiotikd udrzuju v rovnovahe crevnu
mikrofléru a tym zlepSujii trdvenie hostitela. Maju pozitivny vplyv na rézne ochorenia
vyvolané v gastointestindlnom trakte a st schopné skratit’ ich dobu trvania aZ o niekol'ko dni.
Probiotika hraji vyznamnu Ulohu pri zvySenej hladine cholesterolu. Pdsobenim probiotik
dochddza k rozkladu soli ZI€ovych kyselin a uvolneny cholesterol sa tak nemdZe spétne
vstrebat’ (Lee a kol. 2009).

Probiotikd mozno v huménnej medicine vel'mi efektivne vyuZivat’ v prevencii a terapii
chorob traviaceho traktu, laktézovej intolerancie a zapalovych chorob hrubého cEreva.
Hnackové ochorenie je jednym z vedlajSich ucinkov uzivania antibiotik. ZvySuju naklady
nalietbu a dizku pobytu v akiitnych zdravotnickych zariadeniach. Jednou z moznych
stratégii, aby sa zabranilo tymto neZiadicim U¢inkom je sucasné uzivanie probiotickych
baktérii a kvasiniek (Hickson 2011). Probiotikd znizuji adsorpciu Skodlivych
mutagénov, ktoré prispievaju ku karcinogéze hrubého &reva. Dalsie §tidia preukazali u¢inok
probiotik na rast nadoru. ZvySenie mnoZstva baktérii mliecneho kvasenia v hrubom creve
zniZuje schopnost’ mikroflory produkovat karcinogény (Burns a Rowland 2000).

Probiotikd sa vel'mi dobre osvedcili aj pri podavani u zvierat. Optimalizacia traviacich
procesov probiotikami sa u zvierat prejavuje aj rastovo-stimulacnym ucinkom, zvySenim
hmotnostnych prirastkov ¢i potlacenim patogénnych organizmov. Bolo preukazané, Ze
pouzivanie probiotik v krmive zvierat modze znizit' riziko prenosu patogénov z potravin
na l'udi. V Eurépskej tnii (EU) st zdkony a predpisy ohl'adom bezpecnosti pouzivania
probiotik v krmive zvierat prisne. Ich vyrobcovia musia poskytnut dokaz o totoZnosti,



bezpecnosti a UcCinnosti vyrobku, ktory je hodnoteny vedeckym vyborom odbornikov
(European Commission 2003).

Vysledky z vyskumov ziskané u zvierat sa Casto potvrdzuju aj u l'udi a naopak. Vedci
testovali vzorky baktérii E. faecalis a E.faecium vyizolované z ludi, kurciat a prasiat
na citlivost’ pre 12 mikrobidlnych antibiotik a na pritomnost’ génov kédujucich rezistenciu
(Aarestrup a kol. 2000). Zistilo sa , Zze I'udské a zvieracie vzorky vykazovali rovnaké gény
kodujuce rezistenciu. Casta frekvencia podobnosti vysledkov nam indikuje prenos génov
rezistencie u enterokokov vyskytujucich sa medzi 'udmi, hydinou a oSipanymi. Faktom je, Ze
probiotika, ktoré sa pridavaju do krmiv v pol'nohospodarstve nemusia byt vzdy rovnako
bezpecné aj pre I'udi. Taktiez spolocné nazivanie zvierat je Gzko spojené s ich majitel'mi,
a preto sa tu objavuje moznost’ existencie krizovej kontaminacie. Prave pre tieto dovody by
mali byt probiotikd bezpecné pre obe strany, ako aj pre zvieratd tak aj pre I'udi (Rinkinen
a kol. 2003 ).

2.3 Baktérie mlieCneho kvasenia a d’alSie probiotika

Ako probiotikd su Casto vyuzivané baktérie mliecneho kvasenia (BMK).
Medzi najvyznamnejSie BMK patria zastupcovia rodov Lactobacillus a Bifidobacterium.
Dalsie rody, ktoré patria do skupiny BMK su : Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus a Streptococcus (Roginski 2003). Tvoria skupinu Gram-pozitivnych baktérii
zoskupenych na zdklade ich morfologickych, metabolickych a fyziologickych charakteristik.
BMK st vo vSeobecnosti nesporulujice, anaerdbne koky alebo ty€inky, produkujice kyselinu
mliecnu ako hlavny produkt pri fermentéicii sacharidov. Klasifikdcia baktérii mlie¢neho
kvasenia je zvdcSa zalozend na ich morfoldgii, sposobu fermenticie glukdzy, raste
pri rozlicnych teplotach, konfiguracie vyprodukovanej kyseliny mliecnej, schopnosti rastu
v prostredi s vysokou koncentréciou soli a tolerancii na zdsady alebo kyseliny. BMK obvykle
oznacujeme ako bezpecné probiotikd, pretoze maju dlhu histériu pouzivania a zriedka boli
pripisované chorobam.

2.3.1Rod Lactobacillus

Vyznaénym rodom je rod Lactobacillus. V rdmci klasifikdcie BMK je rod Lactobacillus
najvacsim rodom, ktory zahffia baktérie so Sirokym spektrom biochemickych
a fyziologickych vlastnosti. Zastupci tohto rodu su fakultativne anaerdbne, heterogénne
baktérie ty¢inkovitého tvaru. Laktobacily si v prirode vel'mi rozsirené a svoje uplatnenie nasli
aj v potravinarskom priemysle.

Laktobacily priaznivo vplyvaji na nd$ organizmus. Maju protizapalovy ucinok na ¢reva,
zmieriuju zapchu, kontroluji hnacku a zniZzuju nezndSanlivost’ laktdzy. Lactobacillus casei
(obrdzok 2) je priazniva baktéria, ktord sa prirodzene vyskytuje v uUstach a ¢revach u l'udi.
Produkuje kyselinu mlie¢nu, ktord poméha znizovat’ hladinu pH v traviacom trakte a tym
brani rastu $kodlivych baktérii. DalSou vyznamnou probiotickou baktériou je Lactobacillus
rhamnosus (obrazok 3). Vyznacuje sa pozoruhodnou toleranciou voci Zaludo¢nym kyselindm
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(Conway a kol. 1987), poméha v prevencii infekcie mo€ovych ciest a taktiez sa vyuziva aj
ako prirodné konzervacna latka.

Obrazok 2: Morfologla bumek druhu L. casei Obrazok 3: Morfologla bumek druhu L. rhamnosus
(upravené podl'a Mystical Biotech). (upravené podl'a Mystical Biotech).

2.3.2Rod Bifidobacterium

Bifidobaktérie si anaerdbne, grampozitivne a nesporulujice baktérie. Niektoré druhy rodu
Bifidobacterium sa vyuZivaji ako probiotika. Bunky probiotického druhu Bifidobacterium
bifidum (obrazok 4) Zij4 v hrubom creve. Ich tlohou je udrzat rovnovahu mikroflory
v Crevach, posiliiovat’ imunitny systém a pomahat’ trdviacemu traktu (Montrose 2005).
Organizmu prospesnou a uzitocnou baktériou je aj druh Bifidobacterium longum (obrdzok 5),
ktory sa vyznacuje tym, ze znizuje hladinu cholesterolu, zmierfiuje priznaky laktozovej
intolerancie a pomadaha pri prevencii proti rakovine. Vyskumnici identifikovali wroven
davkovania pre probiotikum Bifidobacterium infantis (obsiahnutého vo forme kapsule), ktoré
po podani zmieriiuje bolesti brucha, naduvanie, pomaha pri dysfunkcii ¢riev, vyprazdnovani
a pri prechode plynov ¢revami (Whorwell a kol. 2006).

Obrazok 4: Morfolégia bunlek B. bzﬁdum Obrazok 5: Morfol6gia buniek B. longum
(upravené podl'a Mystical biotech). (upravené podl'a Mystical Biotech).
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2.3.3Enterokoky ako probiotika

Enterokoky tvoria prirodzend mikrofléru v gastrointestindlnom trakte. Pomenovanie
Enterococcus vychadza z poznania povodného stanovista rodu — intestinalny trakt u l'udi aj
zvierat. Z tohto dovodu ju casto mézeme najst’ aj v mikroflore stolice.

NajznamejSie druhy z rodu Enterococcus sui Enterococcus faecium (spOsobuje
nosokomindlne infekcie; morfolégia buniek je uvedend na obrazku 6) a Enterococcus
faecalis (najcastejsi l'udsky patogén). VSetky ostatné druhy enterokokov tvoria priblizne 5 %
enterokokovych infekcii.

Nepatogénne enterokoky maju vyuzitie aj v biotechnoldgiach vd’aka ich probiotickym
vlastnostiam. Enterokoky v bryndzi pocas zrania produkuji bakteriociny - enterociny, ktoré
sa podielaju na potlaceni potenciondlne patogénnych mikroorganizmov. Pritomnost’ a rast
enterokokov vo fermentovanych potravinach, hlavne v syroch, ma za nésledok organolepticky
jedine¢ny produkt. Téato jedinecnost’ prispieva k miestnej kuchyni a dedi¢stvu regionu (Franz
a kol. 2003).

Pozornost’ bola venovana enterokokom zo slovenskej bryndze. Z bryndze sa odobralo 310
enterokokovych izlolatov (178 Enterococcus faecium, 68 E. durans, 49 E. faecalis, 8 E.
italicus, 3 E. gallinarum, 3 E. casseliflavus, and 1 E. hirae), ktoré boli vyhodnotené
na citlivost’ vo¢i 9 antibiotikdm a chemoterapeutikdm (vankomycin, teicoplanin, ampicilin,
streptomycin, gentamycin, erythromycin, rifampicin, nitrofurantoin, a ciprofloxacin). Vsetky
izolaty enterokokov z bryndze boli citlivé na ampicilin, streptomycin, gentamycin
a vankomycin. Gény rezistence na vankomycin vanA a VanB neboli detegované (Belicova
a kol. 2007).

Pasterizdciou-tepelnym opracovanim sa ni¢ia nie len Skodlivé mikroorganizmy ale aj
prospesné probiotické kmene baktérii mliecneho kvasenia. Napriek tymto probiotickym
stratdim sa nepasterizované a termizované vyrobky objavuji v obchodoch kvoli ich
dlhodobejsej trvanlivosti. Podla kritérii eurdpskej tinie by bola bryndza uznana ako tradi¢ny
slovensky vyrobok ak by si zachovala svoje pdvodne vlastnosti. Vyroba bryndze teda
pozostdva bez akéhokol'vek fyzikdlneho alebo chemického zédsahu. V tradinej bryndzi
vyrobenej zo surového nepasterizovaného mlieka je ovela viac mliecnych baktérii ako
v jogurtoch a acidofilnom mlieku (FarmiNews 2009).

Obrazok 6: Morfol6égia buniek rodu Enterococcus faecium (upravené podl'a Mystical Biotech).
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2.3.4Sporulujice probiotika

Rod Bacillus patri medzi sporulice vSadepritomné baktérie. Vyznamnym probiotikom z tejto
skupiny je Bacillus clausii , jednym z najpreskimanejSich probiotik z hl'adiska rezistencie
voc¢i antibiotikdm a horizontalnej neprenositel'nosti rezistencie na patogénne mikroorganizmy.
Tieto mikroorganizmy nie st schopné kolonizovat’ 'udské crevo ale maju schopnost’ byt
docasne pritomné v gastrointestinalnom trakte vd’aka konzumacii potravy.

Vedci naockovali vnitrozaludotne dve skupiny mysi, davkou v rozsahu 10° spér bud’
B. clausii alebo B.subtilis Nésledne im po 4, 24 a 72 hodindch boli odobraté vzorky
z roznych miest ¢reva, lymfatickych organov a krvi (Spinosa a kol. 2000). Spéry sledovaného
kmena Bacillus v intestindlnom trakte boli pritomné vo vzorkich, ktoré sa odobrali
po 4 hodinéch, ich pritomnost’ sa exponencialne znizovala. Vo vzorke GIT, odobranej po 72
hodinach od naockovania sa objavovala uz iba desatina z celkového mnoZstva naockovanych
spor.

Sporulujuce baktérie st schopné rast a byt metabolicky aktivne, iba ked su
vo vegetativnom Stadiu, a k sporuldcii sa uchyl'uju iba v pripade nedostatku zivin, alebo ked’
si vystavené pOsobeniu inych nepriaznivych podmienok. Na rozdiel od ostatnych
probiotickych baktérii, sporulujice baktérie v probiotickych produktoch si pritomné
vo forme spdér a nekonzumuji sa ako vegetativne bunky. Moduldcia imunitnej funkcie sa
povazuje za predpokladany mechanizmus ucinku probiotickych baktérii, vratane baktérii
vytvarajucich spory. Bolo zistené, Ze u pacienta, ktory bol predtym lieCeny a mal narusenu
imunitu , sa objavili kultiry pozitivne pre rod Bacillus (Oggioni a kol. 1998). Antibioticka
rezistencia B.claussi na vacSinu antibiotik je chromozomalne zakddovana a nie je spojend
s mobilnymi genetickymi elementmi (Girlich a kol. 2007).

2.4 Probiotika v potravinarstve

V potravinarskom priemysle si v hojnom zastipeni vyuzivané baktérie mliecneho kvasenia.
Niektoré z nich sa pouzivaju ako Startovacie kultiry pri riadenych fermentaciach pri vyrobe
syrov, jogurtov, kefirov, kapusty, nakladanej zeleniny, piva ¢i inych fermentovanych
potravin, prave pre ich antibakteridlne a antifugélne vlastnosti (Delavenne a kol. 2013).
Odolnost’” proti chmel'u je nevyhnutnym predpokladom pre schopnost baktérii mlie¢neho
kvasenia na rast v pive, ¢im spdsobuji jeho znehodnotenie a kontamindaciu.

Na Slovensku a v Ceskej republike su najznamej$ou skupinou probiotickych potravin
fermentované mliecne produkty (jogurt, zakysanka, acidofilné mlieko, kefir, bifidové mlieko
a d’alSie), obsahujtce bud’ len probiotika alebo probiotikd kombinované s prebiotikami. Radia
sa do skupiny funkénych potravin. Pod pojmom funkéné potraviny rozumieme potraviny,
ktoré su obohatené o uc¢innu latku, ktord ma pozitivny vplyv na zdravie (Gibson a Williams
2000). Ich ulohou je vytvorit’ v tele podmienky na optiméalne fungovanie organov a prispiet’
k posilneniu obranyschopnosti. Priklady fermentovanych potravin obsahujicich baktérie
mliecneho kvasenia st uvedené v tabul’ke 1:
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TabulPka 1: Niektoré typy fermentovanych potravin s obsahom baktérii mlie¢neho kvasenia,
(upravené podl'a Asmahan Azhari Ali, 2010).

Typ fermentovanych potravin Baktérie mlieéneho kvasenia
e Tvrdy syr bez o€iek o L.lactis subsp. lactis, L.lactis subsp. cremoris
e Syr s ockami e L.lactis subsp. lactis, L.lactis subsp. lactis var. diacetylactis,

L.lactis subsp.cremoris, Leuc. mesenteroides subsp. cremoris
e Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb. casei, Lb.
delbrueckii subsp. bulgarius, S. thermophilus

o Taliansky a SvajCiarsky syr
e Maslo a cmar

* Jogurt e Llactis subsp. lactis, L.lactis subsp. lactis var. diacetylactis,

e Fermentované,probiotické mlieko L.lactis subsp.cremoris, Leuc. mesenteroides subsp. cremoris

* Kefir o Lb. delbrueckii subsp. bulgarius, S. thermophilus
Fermentované potraviny : o Lb. casei, Lb. acidophilus, Lb. rhamnosus, Lb. johnsonii, B. lactis,
¢ Klobasy (Eurdépa) B. bifidum, B. breve
¢ Klobdsy (USA) o Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis
e Rybie produkty o Lb. sakei, Lb. curvatus
Fermentovana zelenina ° e P. acidilactici, P. pentosaceus

o Lb. alimentarius, C. piscicola

o Kyslé kapusta

. . ® Leuc. mesenteroides, Lb. plantarum, Lb. acidilactici

e Nakladana zelenina

o Olivy ® [Leuc. mesenteroides, P. cerevisiae, Lb. brevis, Lb. plantarum
T . ® Leuc. mesenteroides,Lb. pentosus, Lb. plantarum , Lb. acidilactici,
e Fermentovana sdjova omacka

J . P. pentosaceus, Lb. plantarum, Lb. fermentum
e Fermentované cerealie .
j e T. halophilus
e Kvasok . . o .
) e Lb. sanfransisscenis, Lb. farciminis, Lb. fermentum, Lb. brevis, Lb.
* Vino plantarum, Lb. amylovorus, Lb. reuteri, Lb. pouris, Lb. panis, Lb.

alimentaris, W. cibaria

e (. oeni

2.5 Probiotika a ich bezpecnost’

Organizicie "International Dairy Federation and the European Food and Feed Cultures
Association" spolocne vytvorili odkazovy inventdr mikroorganizmov s dokumentovanou
histériou ich bezpeéného pouzivania v potravinovom priemysle. Pre probiotiké, ktoré spiiaja
bezpecnostné podmienky bolo pridelené oznacenie QPS (Kvalifikovany predpoklad
bezpecnosti). Schéma pre udelenie statusu QPS zahiiia identifikdciu mikréba na pozadovane;j
taxonomickej Urovni a stupent oboznamenosti tj. praktické skusenosti z pouZivania
konkrétneho mikroorganizmu pre ur€ité ucely za dlhsiu dobu. V USA je vSeobecne latkam,
ktorych bezpecné pouzivanie vyplyva z historickej sktisenosti, udelovany status GRAS
(Generally regarded as safe). Jednotlivé predloZenia Clenskymi §tdtmi o tvrdeniach vo vztahu
k urcitej zivine alebo zlozke v stcasnej dobe posudzuje a schvaluje Eurdpsky urad
pre bezpecnost’ potravin (EFSA- Europian Food Safety Agency).

Taxonémia mnohych probiotickych mikroorganizmov sa vyrazne zmenila s vyvojom
genetickych metod, ¢o sposobilo zmitky v riadnej identifikacii probiotickych kmetov.
Pretrvavajice nespravne alebo neexistujuce ndzvy na etiketaich vyrobkov ¢i nepresné
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ndzvoslovie, ktoré nemd ziadnu vedecku platnost, dezinformuje spotrebitela a takisto
ohrozuje bezpecnost’ vyrobku. Pre mnohych spotrebitel'ov je termin probiotikum relativne
novy a tak je opravneny poziadavok, aby sa z prisluSného oznacenia produktu dozvedel
informdcie o jeho obsahu.

Aby bolo splnené kritérium zivych probiotik pri podavani jedla, je treba, aby aj ku koncu
expiracnej doby produkt obsahoval pozadované mnozstvo buniek. Vzhl'adom k tbytku zivych
buniek pri skladovani produktu by mal vyrobca garantovat’ mnoZzstvo zodpovedajice koncu
expiracnej doby a nie mnozstvo nadstavené pri vyrobe (Donohue a Guiemonde 2011).

Napriek tomu, Ze tieto organizmy boli konzumované spolu s potravinami alebo boli
v blizkom kontakte s T'ud'mi po staro¢ia, ich nepriaznivé UCinky sa doteraz vyrazne
nepreukdzali. Existuje mnoho otdzok stuvisiacich s infekciami a patogenitou vyvolanych
probiotickymi mikroorganizmami. V prvom rade je dolezitd identifikdcia tychto
potenciondlnych vlastnosti u konkrétnych kmenov mikroorganizmov. V niektorych stadiach
sa zistilo, Ze klinické izolaty a komercné probiotické kmene vykazuju podobné vlastnosti, o
indikuje fakt, ze nie len bakteridlne faktory ale aj faktory spojené s hostitelom maji
opodstatnenie pri urCovani ich bezpe€nosti. Neddvne vyskumy potvrdili, Ze zloZenie
mikroflory a imunitny stav hostitel'a st zapojené do rozhodovania o bezpecnosti Specifickych
kmenov probiotik (Gronbach akol. 2010). V tejto stvislosti je preto potrebné jasne
identifikovat’ mozné rizika spojené s kazdym probiotickym kmeniom, pretoze rozne kmene
modzu mat’ roznu charakteristiku. Dost’ zdvazny problém predstavuje aj poddvanie probiotik
u pred¢asne narodenych deti alebo pri chorobéach s oslabenym imunitnym systémom ako je
HIV (Human Immunodeficiency Virus — virus 'udskej imunitnej nedostato¢nosti).

2.6 Kritéria pre bezpe¢nost’ probiotik

Normy stanovené programom pre bezpe€nost’ probiotik, ktoré uvddza Salminem a kol.1998,
st zhrnuté v nasledujicich desiatich bodoch:

1. Vyrobcovia potravin st v kone¢nom dosledku zodpovedni za bezpecnost doddvanych
potravin. Potraviny, ktoré¢ obsahuji probiotika, by mali byt rovnako bezpetné¢ ako iné
potraviny.

Aby boli probiotikd i¢inné musia spifiat viaceré kritérid. Musia byt nepatogénne,
netoxické a zaroven priaznivo pdsobit’ na hostitel'a. V traviacom trakte musia byt schopné
prezit, metabolizovat, prilnit’ sa k epitelovym bunkdm, rychlo sa mnozit a docasne
kolonizovat’. TieZ musia obsahovat’ vel'’ké mnoZstvo Zivotaschopnych buniek, nakol’ko behom
skladovania dochadza k ubytku zivych buniek.

Probiotik4 su Zivé mikroorganizmy a vzhladom k ubytku Zivych buniek pri skladovani
produktu by mal vyrobca garantovat’ mnozstvo zodpovedajice koncu expiracnej doby a nie
mnoZzstvo nastavené pri vyrobe.
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2. Ak su probiotické potraviny oznaCované za nové, su predmetom schval'ovania v silade
so smernicou EU pre probiotické potraviny.

Jednotlivé predlozenia Clenskymi §tatmi o tvrdeniach vo vztahu k urcitej zivine alebo
zlozke posudzuje a schvaluje EFSA- Europian Food Safety Agency — (Eurépsky urad
pre bezpecnost’ potravin).

EFSA informuje o existujtcich a vznikajicich potravinovych rizikdch. Toto poradenstvo je
podkladom pre pravne predpisy, pravidla a tvorbu politik v EU, &m pomaha chranit
spotrebitefov pred rizikami v potravinovom retazci. Cinnost uradu EFSA zahfia
zhromazd’'ovanie vedeckych uddajov a poznatkov, poskytovanie nezdvislého aktudlneho
odborného poradenstva v oblasti ¢ posiliiovanie dovery v systém bezpeénosti potravin v EU
poskytovanim spolahlivého poradenstva (EFSA 2007).

3. Pokial' ma probioticky kmen dlhu histériu bezpecného pouzivania, je oznacovany ako
bezpecny.

Probiotikd oznaCujeme ako bezpecné probiotikd, pretoze majii dlha histériu pouZzivania
a zriedka boli pripisované chorobam. Zvycajne v podobe infekcie u l'udi, ktori mali na to
predispoziciu. Posledné §tidid vykonavané s probiotickymi kmenimi Escherichia coli ukazali,
ze faktory suvisiace s hostitelom mdézu hrat’ hlavnu rolu v bezpecnosti probiotickych kmetiov
(Gronbach a kol. 2010).

4. Najlepsim testom pre bezpecnost' potravin je dobre zdokumentovana historia I'udskej
spotreby. Pokial’ kmen patri k druhom , ktoré sa nevyznacuji patogenitou a maji za sebou
dlhu historiu bezpe¢ného uzivania, oznacujeme ich ako bezpecné probiotické potraviny.

V USA je vSeobecne latkam, ktorych bezpecné pouZivanie vyplyva z historickej skusenosti,
udelovany status GRAS - Generelly regarded as safe (VSeobecne povazovany za bezpecny).
Podl'a zdkona je kazda latka, ktord je zdmerne priddvand do potravin oznacovana ako
pridavnd latka, a tak je predmetom kontroly a schvdlenia FDA - Food and Drug
Administration (Urad pre kontorolu potravin a lie¢iv). Latky skimaju a uznavaju
kvalifikovani odbornici, ktori musia dostatocne preukéazat’ ich bezpecnost’ za podmienok
konkrétneho zamysl'an¢ho pouzitia danej latky predtym ako sa zacnu predavat’.

5. Pokial’ kmen patri medzi druhy, ktoré su oznacované ako nepatogénne a nemaji za sebou
dlh historiu bezpe¢ného uzivania, moézu byt pokladané za bezpecné probiotikd. AvSak malo
by sa s nimi a s potravinami, ktoré ich obsahuju zaobchadzat’ ako s novymi probiotickymi
potravinami a tak by sa mali aj oznacovat’.

Dokazy o bezpecnosti a ucinnosti probiotickych organizmov su avSak do znacnej miery
zalozené na relativne malom alebo nedostatocnom vyskume. Niektoré su oznalené
za bezpecné len na zdklade komenzéilneho vztahu nevykazujiceho nepriaznivé UCinky.
Tvrdenia o vplyve probiotik na zdravie konzumentov si v Eurdépe regulované. Jednym
z cielov tohto nariadenia je zaistenie, aby u latok, ktoré su predmetom tvrdenia, bolo skutocne
vedecky preukazané, ze majl pozitivny vyZzivovy alebo fyziologicky ucinok.
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6. Ak nové probiotické druhy patria do rodov, u ktorych nebola preukdzana patogenita pre iné
druhy, budi oznacované ako nové probiotické potraviny.

Dané probiotické mikroorganizmy budid hodnotené a skiimané podla prisnych kritérii
organizacii pre bezpecnost’ probiotik pouzivanych v potravinich.

7. Podl'a najnovSieho taxonomického zaradenia musia byt probiotické kmene detailne
popisané, vraitane DNA- DNA hybridizdcie a stanovenia sekvencie génu pre rRNA. Této
uvaha sa vztahuje na mutanty probiotickych kmenov.

Podla organizicie FAO-WHO (The Food and Agriculture Organization- World health
organization ) je sekvencia génu kdédujiceho 16S rRNA povazovand za najlep$i ndstroj
pre rutinné stanovenie probiotik (Vanckerckhoven a kol. 2008). Z hl'adiska fylogenetickych
a taxonomickych §tadii vlastnosti baktérii je pouzitie tohto genetického markeru prevadzané
ako najbeznejSie z viacerych dévodov. Je pritomny takmer vo vSetkych baktériach; funkcia
génu 16S rRNA sa v priebehu ¢asu nemeni, z ¢oho vyplyva, ze ndhodné zmeny v sekvenciach
sa vyuzivaju v evolucii; 16S rRNA je dostato¢ne velkd (1500 bp) pre informacéné ucely
(Janda a Abbott 2007).

8. Kmene , ktoré nesu gény rezistencie na antibiotikd (gény, ktoré inaktivuji antibiotikd ), by
nemali byt uvadzané na trh .

Jednym z hlavnych cielov posudzovania bezpe€nosti probiotickych potravin je preto
stanovenie vlastnosti kmenov nesucich gény rezistencie na antibiotika. Vzhl'adom k tomu, Ze
probiotikd by mali proSpesne pdsobit’ na zdravotny stav hostitel'a, nemézu byt kmene nestce
tuto rezistenciu povazované za bezpecné a tym ani uvadzané na trh.

9. Kmene, ktoré nie su taxomonicky popisané ako je uvedené v bode 7, nemdzu byt
oznacované ako probiotika (vid’ bod 7).

10. Kmene musia byt uloZzené v medzinarodnej zbierke kultur mikroorganizmov.

Probiotické kmene by mali byt uloZzené v medzindrodne uznavanych zbierkach kultar
pre spristupnenie a poskytnutie informdacii o danom mikroorganizme zo strany vyrobcov,
vedcov a regulacnych orgénov.

Zbierka kultar by mala zhromaZdovat a uchovavat novoizolované a medecinsky
vyznamné kmene; identifikovat’ a charakterizovat’ ich biologické vlastnosti pomocou
molekuldrno-biologickych metdd; poskytovat' kultury mikroorganizmov na poZiadanie
pre vedecké, vdelavacie a iné institticie; vydavat’ katalog uchovavanych kultur.

2.7 Metody identifikacie probiotik

2.7.1 Kultiva¢né metody a biochemické testy
Pre rozliSenie bakterialnych izolatov z hl'adiska ich fyziologickych vlastnosti sa vyuzivaju

testy, ktoré st zaloZzené na vlastnostiach fermenticie baktérii. Kit API 50 CH je
Standardizovany systém, v ktorom s zahrnuté biochemické testy, pomocou ktorych vieme
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identifikovat’ probiotické baktérie na =zaklade  fermentacného profilovania (Brolazo
a kol. 2011). Na identifikdciu druhov a rozliSovanie medzi kmenimi vyuzivame kombinaciu
fenotypovych a molekuldrnych technik.

2.7.2Molekularne genetické metody

Uzko pribuzné kmene moZeme navzijom od seba odlisit pomocou roznych typov
molekuldrnych technik ako je DNA analyza prostrednictvom pulznej gélovej elektroforézy,
ndhodnd amplifikdcia polymorfnej DNA, ribotypizacia, analyza reStrikénych fragmentov
a profilovanie plazmidov, DNA-DNA-hybridizace, sekvenovanie.

2.7.3PCR

Vyrazné uplatnenie naSla PCR. Polymerdzova retazova reakcia (Polymerase Chain
Reaction - PCR) je molekularna diagnosticka technika, zaloZena na cyklicky sa opakujice;j
syntéze ur€ittho useku DNA. Po naviazani primerov (kritke oligonukleotidy)
na komplementarne Gseky na vldkne DNA sa za¢ne syntéza nového tseku DNA, ktord je
katalyzovana DNA- polymerédzou. PCR je proces, pri ktorom sa striedaji 3 kroky v zavislosti
od teploty (Spanova a Rittich 2010).

Probiotické baktérie vieme identifikovat na zaklade rozdielov v nukleotidovych
sekvenciach v oblasti 16S rRNA. Gén kddujici 16S rRNA moze byt sekvenovany priamo po
amplifikdcii v PCR s vyuzitim univerzalnych 16S primerov. Verejne dostupné databazy ako
NCBI poskytuji velké mnozstva Cciastocnych sekvencii génu pre  16S rRNA (Pot
a Tsakalidou, 2009). Primery odvodené z génu kdédujucého 16S RNA pre doménu Bacteria,
rod Lactobacillus a druh L. casei si uvedené v nasledujicich bodoch :

1. Doména Bacteria (Haarman a Knol 2006).

e F eub TCCTACGGGAGGCAGCAGT

e R eub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
2. Rod Lactobacillus (Dubernet a kol. 2000).

e L[bLMA lrev CTCAAAACTAAACAAAGTTT

e RI16-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA
3. Druh Lactobacillus casei (Grillova 2013).

e (Cas/ParFW TGCACCGAGATTCAACATGG

e UniverRV TTCGCCACTGGTGTTCTTCC

18



3. CIEL, PRACE

Cielom prace v teoretickej Casti bolo vyhladanie a kritické spracovanie literatiry k danej
problematike. V praktickej Casti bolo ciel'om z probiotického potravinového vyrobku Actimel
izolovat’ DNA v kvalite vhodnej pre PCR a amplifikovat’ ju v PCR. Pre amplifikiciu pouzit
primery Specifické pre doménu Bacteria, rod Lactobacillus a probioticky druh L. casei.
Na zéver vyhodnotit’ ziskané poznatky formou diskusie.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Material
4.1.1 Pouzity probioticky mlie¢ny vyrobok T
e ACTIMEL

Ochuteny mliecny jogurtovy napoj obohateny o zivé kultary.
Dodévatel’ : Danone a.s.

Vyrobok (100 ml) obsahuje 10 miliard zivych kultar a vitaminy.
Zlozenie :

PwWiyY

o mlieko

o cukor : sacharéza a glukdza

o jogurtové kultury: Lactobacillus bulgaricus, Streptococcus thermophiles a L. casei
Danone®

o vitaminy: B6aD

o mineralne latky: vapnik

www.danone.cz

e DNA L. casei (10ng/ul) - kontrolna DNA od doc. RNDr. Alena Spanové, CSc.

4.2 Zoznam chemikalii a roztoky

Chemikalie a roztoky pouzité v praci boli pripravené podla doc. Spanovej a doc. Ritticha
(Spanova a Rittich, 2010).

Chemikalie

Agaré6za pre elektroforézu DNA (Top-Bio, Praha, CR)

DNA standard 100 bp ladder (MALAMITE, v.0.s., Moravské Prusy, CR)
Dodecylsulfit sodny (SDS) ( Sigma, St. Louis, USA)

Ethanol (Penta, Chrudim, CR)

Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Lyzozym (Serva, Heidelberg, SRN)

Proteindza K (100 pg/ml) (Serva, Heidelberg, SRN)

Tris base (Penta, Chrudim, CR)

PEG 6000 (Penta, Chrudim, CR) PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)
Komponenty pre PCR

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

Reakény pufr (10 x koncentrovany) (Top-Bio, Praha, CR)

Zmes dANTP (10 mM) (Top-Bio, Praha, CR)

Taq DNA polymeriza 1.1 (Top-Bio, Praha, CR)
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Roztoky pre agar6zovua gélovu elektroforézu
e 5 x TBE pufr

Rozpustit’ 54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny boritej v 600 ml destilovanej vody.
Pridat 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a pH upravit’ na 8,0 pomocou 1 N NaOH.
Doplnit’ destilovanou vodou do 1000 ml. Pred pouzitim sa roztok nariedi 10 x
destilovanou vodou - ziska sa 0,5 x TBE pulfr.

e Agarézovy gél 1,5 %
Rozvarit’ v mikrovinke 1,5 g agar6zy v 100 ml 0,5 koncentrovaného TBE pufru.
e FEthidium bromid (0,5 pg/ml)

100 pl roztoku EtBr (2,5 mg/ml) rozriedit’ v 500 ml sterilnej destilovanej vode.

Roztoky pre izolaciu DNA pomocou magnetickych nosi¢ov
Magnetické mikrogastice PCAHEMA-co-GEMA) (syntetizoval Ing. Daniel Horiak CSc., Ustav
makromolekuldrni chemie AV CR, Praha, CR)

e 0,5M NaCl

Rozpustit’ 58,4 g NaCl v 150 ml destilovanej vody a doplnit’ destilovanou
vodou do 200 ml. Sterilizovat’ v autoklave (121 °C/15 minut).

e 40 % PEG 6000

Rozpustit’ 40 g PEG 6000 v 60 ml destilovanej vode a doplnit’ destilovanou
vodou do 100 ml. Uchovavat pri 4 °C.

e 1xTE pufr

ZmieSat 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 200 pul 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplnit’
destilovanou vodou do 100 ml.

4.3 Zoznam pristrojov

Centrifuga (Eppendorf AG, Hamburg, SRN)

Centrifuga mini Spin 14 500 min-1 (Eppendorf, Hamburg, SRN)
Laboratérne vahy (Kern & Sohn, SRN)

Magneticky separdtor (Dynal, Oslo, N6rsko)

Mikropipety (Discover HTL, VarSava, Pol'sko)

Mikrovlnna triba SMW 5020 (Sencor, CR)

Minicycler PTC 150 (MJ Research, Watertown, USA)
NanoPhotometrTM (Implen, SRN)

Termocycler (MJ Research 200, Watertown, USA)
Termostat — Mini incubator (Labnet international, Inc., USA)
Translumindtor — TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)
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Zariadenie pre elektroforézu Easy-cast, model B1 (Owl Scientific, USA)
Zdroj elektrického napéti Enduro Power supplies, model E0303 (Labnet
international, Inc., USA)

4.4 Metody

4.4.1Spracovanie mlie¢neho vyrobku

Z tekutého mlie¢neho vyrobku Actimel boli odobrané 4x1 ml vzorky do Styroch 1,5 ml
mikroskimaviek. Vzorky boli ndsledne centrifugované pri 14 000 ot/min po dobu 5 mindit.
Po centrifugdcii bol supernatant odobrany a sediment sa rozsuspendoval a premyl 1 ml
sterilnej vody a opdt bol centrifugovany za rovnakych podmienok. Premytie sa
opakovalo Skrat.

4.4.2 Priprava lyzatu buniek

K sedimentu buniek z premytého mlie¢neho vyrobku sa pridal 1 ml lyza¢ného roztoku (10
mM Tris HCL, pH 7,8; S mM EDTA, pH 8,0; lyzozym 3mg/ml ), v ktorom bol sediment
rozsuspendovany. Vzorka bola inkubovana po dobu 1 hodiny pri laboratérnej teplote. K zmesi
sa pridalo 50 ul 20 % SDS a 5 pl proteindzy K (100 pg/ml). Vzorky boli inkubované
pri teplote 55 °C do druhého dna.

4.4.31zolacia DNA z lyzatu buniek
K izolacii DNA boli pouzité magnetické mikrocastice P(HEMA-co-GMA) s karboxylovymi
skupinami. Pri priprave separacnej zmesi potrebnej k izolacii DNA sa postupovalo podla

nasledujucich krokov uvedenych v tabul’ke 2:

Tabulka 2: ZloZenie separacnej zmesi

Krok | Zlozka Podiel (hm)
1 NaCl (5 M) 400
2 hruby lyzét buniek 100
3 PEG 6000 (40%) 400
4 P(HEMA-co-GMA) (2 mg/ml) 100
Celkom 1000

Po zmieSani kompomentov sa zmes inkubovala po dobu 15 mintt pri laboratérnej teplote.
Zmes bola umiestnend do magnetického separdtoru (so zasunutym magnetickym pdsom)
a magnetické Castice sa separovali 15 minut pri laboratérnej teplote. Po uplynuti doby sa
supernatant opatrne odobral. Z magnetického separitoru sa opatrne vybral magneticky pas
a nasledne bolo do mikroskiimaviek s ¢asticami pridanych 100 ul 70% etanolu. Vzorka sa
premiesala a do separatoru bol vlozeny magneticky pas. Po 2 minutach bol etanol opatrne
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odobrany. Mikroskimavky boli vybraté zo separatora a zvysSny etanol sa nechal odparit.
DNA adsorbovana na magnetickych casticiach bola eluovana pri laboratornej teplote do 50 ul
TE pufru pri pH 7,8. Po 30 minutach boli Castice odseparované pomocou magnetického
separatoru a eluat obsahujuci DNA sa odobral do ¢istych mikroskumaviek.

4.5 Spektrofotometrické meranie koncentracie DNA

Koncentracia DNA po izoldcii z hrubého lyzatu buniek z mlie¢neho produktu bola stanovena
spektrofotometricky. Pomocou pristroja Nanophotometer boli od¢itané hodnoty absorbancii
pri vlnovych dizkach 260nm (absorpéné maximum nukleovych kyselin) a 280 nm (absorpéné
maximum proteinov). Ako referenéna vzorka bol pouzity TE pufr. Cistota DNA bola
stanovend pomerom absorbancii 260/280 nm a 260/230 nm.

4.6 Priprava zmesi pre PCR

Pred pripravou zmesi boli vSetky komponenty PCR premieSané a scentrifugované. Pripravila
sa zmes komponen, tzv. Master mix. Master mix sa pripravil zmieSanym jednotlivych
reakénych komponentov vynasobenym poctom vzoriek a kontrol. Komponenty pre jednotlivé
PCR boli zmieSané v nasledujucom poradi a mnozstve (tabul’ka 3 ):

Tabulka 3: Komponenty zmesi pre PCR.

doména Bacteria rod Lactobacillus druh L. casei
Por. Komponenty 1.primer-F_eub, 1.primer-LbLMA Irev, 1.primer-Cas/ParFW,
2.primer-R_eub 2.primer-R16-1 2.primer-UniverRV
Objem (ul) Objem (ul) Objem (ul)
1. Voda pre PCR 19,5 19 19
2. | Reakény pufor kompletny 2,5 2,5 2,5
10x
3. | Zmes ANTP (10 mM) 0,5 0,5 0,5
4. 1. Primer (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5
5. 2. Primer (10 pmol/ul) 0,5 0,5 0,5
6. | DNA polymerdza 1.1 0,5 1,0 1,0
AU/ul)
7. DNA matrica(10ng/pl) 1,0 1,0 1,0
Celkom 25,0 25,0 25,0

Pocas pripravy Master mixu bola po kazdom pridani zlozky zmes precizne premieSana.
Pripraveny Master mix sa napipetoval do PCR skimaviek o objeme 24 ul. Nasledne bola ako
poslednd pridand DNA o objeme 1 pl. Vysledny objem zmesi pre PCR bol 25 ul. Ako DNA
matrica sa pouzila purifikovana DNA (10 ng/ul) . Negativna kontrola sa pripravila zmieSanim
24 ul reakénej zmesi pre PCR a 1 pul vody pre PCR, ktord nahradila DNA matricu.
Pri pozitivnej kontrole bola pouzitd DNA izolovana z typového kmena L. casei o koncentracii
10 ng/ul.
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4.6.1Specifické PCR- sekvencie primerov

Doména Bacteria, rod Lactobacillus, a druh Lactobacillus casei sa daju identifikovat’
amplifikovanymi produktami PCR pomocou Specifickych primerov.

Primery pre amplifikaciu sekvencie 5°- 3”:
Doména Bacteria (Haarman a Knol, 2006).

e F eub TCCTACGGGAGGCAGCAGT
e R eub GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

Velkost’ produktu PCR - 466bp. Postupovalo sa podl'a predlohy Saskova, 2015
Rod Lactobacillus (Dubernet a kol., 2000)

e LbLMA Irev CTCAAAACTAAACAAAGTTT
e RI6-1 CTTGTACACACCGCCCGTCA

Velkost produktu PCR - asi 250 bp. Postupovalo sa podl'a predlohy Saskova, 2015

Druh Lactobacillus casei (Grillova, 2013)

e Cas/ParFW TGCACCGAGATTCAACATGG
e UniverRV TTCGCCACTGGTGTTCTTCC

Velkost’ produktu PCR — 136 bp. Postupovalo sa podl'a predlohy Saskova, 2015.

4.7 Podmienky amplifikacie

Vsetky PCR prebiehali v 30 cykloch podla podmienok uvedenych v tabul’ke 4:

Tabul’ka 4: Podmienky amplifikicie v jednotlivych PCR.

doména Bacteria, Rod Lactobacillus, druh

Kroky . .

Lactobacillus casei
1. denaturdcia DNA pred prvym cyklom 94 °C/5 min 94 °C/5 min
2. denaturdcia DNA 94 °C/30 s 94 °C/1 min
3. hybridizacia primerov 55°C/30s 55 °C/1 min
4. syntéza DNA 72 °C/1 min 72 °C/2 min
5. dosyntetizovanie retazca 72 °C/5 min 72 °C/10 min

celkovy pocet krokov 30 30
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4.8 Detekcia produktov PCR pomocou gélovej elektroforézy

Po ukonceni PCR sa amplikony analyzovali pomocou agarézovej gélovej elektroforézy.

pripravil sa 1,5 % agarézovy gél (1,5 g agarézy, 100 ml 05SXTBE pufru ), ktory tuhol
po dobu 30 minit

pri detekcii PCR produktu boli pouzity velkostny Standard — rebrik , naneseny na gél
v mnozstve 5 pl (obsahoval fragmenty DNA o velkosti 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000, 1200 a 1500 bp (vid’ obrazok 1).

na gél sa naniesli vzorky s objemom 30 ul (25 pul amplikénov zmiesanych s 5 ul
nanasacieho pufru)

gél bol umiestneny do vanicky a prevrstveny 0,5xTBE pufrom

vanicka s gélom sa pripojila na zdroj napétia ( 80V / 1 hod a 40 min )

Po dokonceni elektroforézy bol gél premiestneny do kupela s etidiumbromidom (0,5 pg/ml)
po dobu 30 minut. Gél bol nasledne premiestneny na transiluminétor a vyfotografovany.

1500bp

500bp

100bp

Obrazok 7: DNA standard (rebri¢ek 100 bp) po gélovej elektroforéze na agare.
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5. VYSLEDKY

5.1 Priprava lyzatu z buniek mlieéneho produktu

Bunky boli nasedimentované, premyté a lyzované. Spracovanie mliecneho vyrobku a priprava
lyzatu z buniek mlie¢neho vyrobku je popisand v kapitole 4.4.1 a 4.4.2.

5.21zolacia DNA

Nasledovala izolacia DNA z hrubého lyzatu buniek mliecneho vyrobku Actimel
v opakovaniach (Actimel 1 az Actimel 4) pomocou magnetickych nosi¢ov podl'a postupu
4.4.3. Po vyizolovani DNA sa jej pritomnost overila nanesenim na gél a néslednou
elektroforézou sa potvrdila jej pritomnost. Vysledky gélovej elektroforézy su uvedené

na obrazku 8.

Beh DNA Mnozstvo DNA (ng)/ gél | Detekcia DNA | Degradacia DNA
1 rebricek
2 | Actimel 1 1380 — +
3 | Actimel 2 1808 siroky pas +
4 | Actimel 3 1706 — +
5 | Actimel 4 1964 Siroky pas +

— nedetekovana DNA , + degradovana DNA

Obrazok 8: Agarézova gélova elektroforéza (1 %) DNA izolovand z vyrobku. Na gél bolo

nanesenych 20 ul DNA. DNA z Actimel 1 a Actimel 3 neboli detekované.

DNA bola vyrazne degradovana.
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5.3 Stanovenie koncentracie DNA

Stanovenie bolo prevedené spektrofotometrickym meranim DNA podla postupu 4.5.
Vo vsetkych vzorkdch DNA izolovanych z hrubého lyzatu buniek pomocou magnetickych
Castic, v Styroch opakovaniach bola spektrofotometricky zmerana absorbancia v rozmedzi
vinovych dizok 220 aZ 340 nm (graf 1). Nasledne bola stanovena koncentrécia a ¢istota DNA
podla postupu v kapitole 3.5. Vysledky spektrofotometrického stanovenia si uvedené
v tabulke 5:

Tabul’ka 5: Koncentrécie neriedenej DNA.

Neriedend DNA ¢ (ng/ul) A260nm A280nm A260/280nm A260/2300m
Actimel 1 69,0 1,379 1,187 1,16 0,45
Actimel 2 90,4 1,809 1,772 1,02 0,29
Actimel 3 85,3 1,705 1,442 1,18 0,34
Actimel 4 98,2 1,963 1,672 1,17 0,34

neiedénd 1.12
2 eiedéna 1.12
1 neiedéna 1.12.

1Umm Absorbance

220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340
Wavelength (nm}

Graf 1: Zavislost’ absorbancie na vinovej dizke u DNA izolovanych z Actimelu v 4 opakovaniach
(Actimel 1- Actimel 4).

Neriedend DNA 1izolovand z Actimelu je priblizne rovnakej kvality. Bola izolovana
v rozmedzi koncentracie 69 ng/ul az 98 ng/ ul. DNA je zne€istena proteinami — A260/A280
v rozmedzi 1,02 az 1,16.
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5.4 PCR Specificka pre doménu Bacteria

Zmes pre PCR bola pripravenad podla postupu v kapitole 4.6 a prevedena podla postupu
opisaného v kapitole 4.7. Produkty PCR boli detekované pomocou agar6zovej gélovej
elektroforézy (1,5% agaréza) (4.8). Detekciou PCR produktov sa overila pritomnost
bakteridlnej DNA. Boli pouzité priméry Specifické pre doménu Bacteria — F_eub a R_eub.
Vysledky gélovej elektroforézy st uvedené na obrazku 9.

Beh DNA Mnozstvo DNA/ | Detekcia PCR Nespecifické
PCR zmes (ng) produktu produkty PCR
rebricek
2 negativna kontrola 0 -
3 pozitivna kon.trola 10 oy
L. casei
4 Actimel 1 69 +++ +
5 Actimel 2 90 +++ +
6 Actimel 3 85 +++ +
7 Actimel 4 98 +++ +

+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou - nedetekované produkty PCR

Obrazok 9: Agardzova gélova elektroforéza produktov PCR $pecifickych pre doménu Bacteria
(466bp).

DNA sa amplifikovala vo vSetkych vzorkdch DNA izolovanych z Actimelu. Boli
detekované produkty PCR Specifické pre doménu Bacteria. Bola preukazana pritomnost
bakterialnej DNA. Vedla Specifickych produktov PCR boli detekované aj neSpecifické
produkty.
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5.5PCR S$pecificka pre rod Lactobacillus

Zmes pre PCR bola pripravena podl'a postupu v kapitole 4.6 a prevedena podla postupu
opisaného v kapitole 4.7 a 4.8. Pomocou agar6zovej gélovej elektroforézy (1,5% agardza)
PCR produktov, sa overila pritomnost’ baktrérie rodu Lactobacillus. Boli pouzité priméry
Specifické pre rod Lactobacillus - LbL. MA 1 rev a R16-1.Vysledky gélovej elektroforézy su
uvedené na obrazku 10:

250bp
produkt PCR
Beh DNA MnoZstvoDNA Detekcia produktu
(ng)/ PCR zmes PCR
1 rebricek
2 negativna kontrola 0 -
3 pozitivna kontrola L. casei 10 +++
4 Actimel 1 69 T+
5 Actimel 2 90 +++
6 Actimel 3 85 +++
7 Actimel 4 98 +++
+,++,+++ produkty PCR s rdznou intenzitou - nedetekované produkty PCR

Obrazok 10: Agarézova gélova elektroforéza produktov PCR $pecifickych pre rod Lactobacillus
(250bp).

DNA sa amplifikovala vo vSetkych vzorkich DNA izolovanych z Actimelu. Boli

detekované produkty PCR Specifické pre rod Lactobacillus. Bola preukdzana pritomnost
DNA rodu Lactobacillus.
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5.6 PCR Specificka pre druh Lactobacillus casei

Zmes pre PCR bola pripravena podl'a postupu v kapitole 4.6 a prevedena podl'a postupu
opisaného v kapitole 4.7 a 4.8. Prostrednictvom agar6zovej gélovej elektroforézy (1,5 %
agar6za) PCR produktov, sa overila pritomnost DNA druhu Lactobacillus casei . Boli
pouzité priméry Specifické pre druh Lactobacillus casei - Cas/ParFW, UniverRV. Vysledky
gélovej elektroforézy su uvedené na obrdzku 11.

produkt PCR
136 bp
Beh DNA Mnozstvo DNA (ng)/ PCR zmes | Detekcia produktu PCR
1 rebricek
2 negativna kontrola 0 -
3 | pozitivna kontrola L. casei 10 ++
4 Actimel 1 69 +
5 Actimel 2 90 +
6 Actimel 3 85 +
7 Actimel 4 98 +
+,++,+++ produkty PCR s r6znou intenzitou - nedetekované produkty PCR

Obrazok 11: Agarézova gélova elektroforéza produktov PCR Specifickych pre druh Lactobacillus
casei (136 bp).

DNA sa amplifikovala vo vSetkych vzorkdch DNA izolovanych z Actimelu. Boli
detekované produkty PCR S$pecifické pre druh L. casei. Bola preukdzana pritomnost DNA
druhu Lactobacillus casei.
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5.7 Zhrnutie vysledkov PCR

Zhrnutie vysledkov prevedenych PCR $pecifickych pre doménu Bacteria, rod Lactobacillus a
druh Lactobacillus casei je uvedené v tabul’ke 6.

Tabulka 6: Zhrnutie vysledkov $pecifickych PCR.

PCR $pecifické pre : Preukdazanie Specifického amplikonu | Pritomnost’ baktérii

doména Bacteria + +

rod Lactobacillus

druh Lactobacillus casei

Doékazy o pritomnosti Specifickych amplikonoch znamena potvrdenie pritomnosti baktérii.
Vysledky PCR st v sulade s idajmi deklarovanymi vyrobcom.
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6. DISKUSIA

Cielom experimentdlnej Casti prace bola izolacia DNA z probiotick¢ého potravinového
vyrobku a amplifikovat’ ju v PCR. Metdda polymerazovej retazovej reakcie je vhodna metdda
pre rychlu a presnd identifikiciu DNA probiotickych mikroorganizmov v potravinovych
vyrobkoch.

DNA bola izolovana z tekuté¢ho mliecneho vyrobku Actimel, ktory obsahuje 10 milidrd
zivych buniek na 100 ml. Pomocou S$pecifickych primerov boli prevedené Specifické PCR,
kde sa overovala pritomnost DNA pre doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druh
Lactobacillus casei. DNA sa amplifikovala vo vSetkych vzorkach DNA izolovanych
z Actimelu (Actimel 1, Actimel 2, Actimel 3 a Actimel 4). Vysledky Specifickych PCR su
v stlade s idajmi deklarovanymi vyrobcom.

6.11zolacia DNA z mlie¢neho vyrobku a stanovenie jej mnoZstva

Z mlie¢neho tekutého vyrobku Actimel boli pripravené lyzéaty buniek a z nich bola izolovana
DNA pomocou magnetickych mikro¢astic P(HEMA-co-GMA) (Spanova a kol. 2006).
Vysledna koncentracia zloziek PEG 6000 16% (hm), NaCl — 2M. Po vyizolovani DNA sa
overila jej pritomnost vo vzorkdch Actimelu (Actimel 1-Actimel 4) nanesenim na gél
a néslednou elektroforézou. Z obrazku 8 je vidiet, Ze vzorky DNA Actimel 1 a Actimel 3
boli vyrazne degradované, takze neboli na géli vizualizované. Degradovand bola i DNA
Actimel 2 a Actimel 4, ktora tvorila na gély Siroké pasy. Po gélovej elektroforéze sa merala
jej absorbancia. Z hodnot absorbancie Ajey bola stanovend koncentridcia DNA. U vSetkych
Styroch vyizolovanych vzorkach (Actimel 1 - Actimel 4) bola koncetracia v rozmedzi 69,0 az
98,2 ng/ul. Cistota DNA bola stanovena pomerom absorbancii 260/280nm (hodnoty 1,02 aZ
1,18). DNA bola znecCistend proteinami. Toto znecistenie nemusi ovplyviiovat PCR
(Sambrook a Russel 2001). DNA bola d’alej pouzita pre druhovo Specifické PCR.

6.2 PCR Specificka pre doménu Bacteria

V PCR pre doménu Bacteria boli detekované produkty o velkosti 466 bp. Pritomnost
bakteridlnej DNA sa preukazala u vSetkych vzorkdch Actimelu (Actimel 1- Actimel 4).
Produkty PCR a ich velkost’ boli podl'a predpokladov a v zhode s idajmi publikovanymi
v literatire (Haarman a Knol 2006).

Vedla Specifickych produktov PCR boli detekované aj neSpecifické produkty. Dévodom
mohla byt’ vysSia koncentracia DNA, ktora bola priddvana do zmesi pre PCR.

6.3 PCR specificka pre rod Lactobacillus
Gélova elektroforéza produktov PCR preukazala pritomnost DNA rodu Lactobacillus

vo vsetkych vzorkach Actimelu (Actimel 1- Actimel 4). Produkty PCR o velkosti 250 bp boli
podla predpokladov a v zhode s tidajmi publikovanymi v literatire (Dubernet a kol. 2000).
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Z obrazku 10 je zretel'ne vidiet’, Ze PCR bola pretazena, nakol'ko sa pouzilo va¢sie mnozstvo
DNA na PCR zmes.

6.4 PCR specificka pre druh Lactobacillus casei

Pritomnost’ DNA druhu Lactobacillus casei bola potvrdend gélovou elektroforézou produktov
PCR po amplifikacii vSetkych vyizolovanych DNA z Actimelu (Actimel 1-4). Produkty
Specifickej PCR o velkosti 136 bp boli podla predpokladov a v zhode s tdajmi
publikovanymi v diplomovej prici (Grillovd 2013). Produkty DNA boli slabej intenzity.
Moéze to odrazat’ mensie mnozstvo ciel'ovej DNA L. casei v analyzovanych vzorkach.
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7. ZAVER

V  mliecnom probiotickom vyrobku Actimel bola preukdzand pritomnost baktérii
probiotického druhu L.casei, rodu Lactobacillus a domény Bacteria. Ziskané vysledky su
v stlade s idajmi deklarovanymi vyrobcom.
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9. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

bp
BMK
DNA
dNTP
EDTA
EFSA
FDA
FAO
GRAS
HCl
HIV
NaCl
NaOH
TBE
PCR
PEG
QPS
rRNA
SDS
TE
WHO

par baz

baktérie mlie¢neho kvasenia
deoxyribonukleova kyselina
deoxynukleotidtrifosfat
etyléndiamintetraoctovd kyselina
Eurdpsky urad pre bezpecnost’ potravin
Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv
Organizacia pre vyzivu a polnohospodarstvo v USA
vSeobecne povazovany za bezpecny
kyselina chlorovodikova

virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti
chlorid sodny

hydroxid sodny

Tris-borat-EDTA

polymerazova retazova reakcia
polyetylénglykol

kvalifikovany predpoklad bezpecnosti
ribozomadlna ribonukleové kyselina
dodecylsulfat sodny

Tris-EDTA

Svetova zdravotnicka organizacia
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