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ABSTRAKT

Prace byla zattena na izolaci DNA v kvalit pro polymerasovoiettzovou reakci (PCR)
a identifikaci probiotickych bakterii mt@ého kvaseni zgi mléénych vyrobki pro ctskou
vyzivu. DNA byla z hrubych lyzét burgk vyrobku izolovdna pomoci magnetickych
mikro¢astic P(HEMA-co-GMA). Metodou fenolové extrakce byla izolovdna DNA abhych
lyzati burgk kontrolnich kmef, ktera byla vyuzita jako pozitivni kontrola. Pomauetod
PCR byly ve vyrobcich identifikovany DNA rodBifidobacteriuma drutii B. animalis
B. bifidum B. breve B. longumssp longum B. longunssp infantisa druhuStreptococcus
thermophilus Dosazené vysledky jsou v souladu s Udaji dekmgmi vyrobcem.

ABSTRACT

The work was focused the isolation of PCR-ready D&l the identification of probiotic
lactic acid bacteria from five milk products forfamt nutrition. DNA was isolated from crude
cell-lysates of the products by magnét{&iEMA-co-GMA) microspheres. DNAs isolated from
crude cell lysates of control strains using pheextraction method were used as positive
controls. Using PCRs, DNA of generdfiBobacteriumand specie8. animalis B. bifidum

B. breve B. longumssp longum B. longunssp infantis and Streptococcus thermophilus
species were identified in products. The resultaiokd are consistent with the data declared

by the manufacturers.
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1 UvOD

Zakladem undlé vyzivy kojend je kravské mléko, kterym lze nahradit mléko nské.
Kravské mléko se vSak pro vyzivu koj@nmusi upravit. Tato Uprava se tyka vSech hlavnich
slozek, tzn. proteiin sacharid i lipida. U bilkovin se mini porner syrovatky ke kaseinu. U
sacharid se néni zastoupeni tak, aby bylaifwmna bd’ jen lakt6za, nebo jen malé mnozstvi
jinych sacharid. Pro nedonoSené&tl jsou straviteldjSi prav ta mléka, kterd obsahuji jen
laktozu. Co se te tuki, ZivacisSné jsou v lizné mfe nahrazeny rostlinnymii@devsim pro
obsah #kterych nezastupitelnych mastnych kyselin. Dnestgadence &kterd mléka
obohacovat

i 0 prebiotika, probiotika a nukleotidy, které js@iitomny v matéském mléce a maji
ptiznivy vliv jak na zrani imunitniho systému, tak rist a vyvoj zazivaciho traktu die.
Dale je mléko fortifikovano vitaminy, mineraly aopbvymi prvky, gipadré jinymi latkami,
které v mléce kravském chybi nebo jsou zastoupemy jmalém mnozZstvi a jsou pro vyvoj
ditéte nezbytné. Uma vyZiva se tak snazi co nejvicéihizit mléku matéskému, jehoz
kvality ale nenize nikdy dosahnout [1], [2], [3], [4].
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2 MATE RSKE MLEKO A DALSIi VYZIVA KOJENC U

SloZeni matiského mléka a mléka kravského, ze kterého se twatgni mléko pro dtskou
vyZivu vyrabi, je rozdilné. Snahou vyrdgb@ahradni mléné vyzivy je aby se slozenim
co nejvice pblizilo mléku matéskému. Matiské mléko obsahuje ménbilkovin,
mineralnich latek a vapniku a vice sachariizky obsah bilkovin odpovida omezené funkci
neuplré vyvinutych ledvin kojence. Zastoupeni kaseinu megécnymi bilkovinami je v
matgském mléce vyrazn nizSi. Matéské mléko ma ve srovnani s kravskym vice
esencialnich vysSich mastnych kyselin, vitaimi, C, E, a mé# vitamini B a D. Dale
obsahujgadu hormoi a ristovych fakto#i: hormony stitné Zlazy, estrogeny, kortisol, insuli
somatotropin a dalsi, kteréigpivaji k vyvoji stevniho traktu kojence [1], [4], [5], [6].

Pri vyrob¢ pripravki umelé kojenecké vyzivy z kravského mléka se pomockadvih
syrovéatky sniZzuje podil kaseinu, zvySuje podil dait a ¢ast ml€ného tuku se nahrazuje
rostlinnym olejem. Takovymi vyrobky jsou napSunar nebo Feminar, které jsou navic
obohacovany Zelezem [1], [4], [5], [6], [7], [8].

Pokraovaci kojenecka vyziva neboli pokvaci mléko je ueno pro kojence
od ukorteného 6. rsice do ukoteného 12. rsice ku. Nekryje komplet& nutricni
potreby ditte, ale je vhodné pro obdobi kdy je &asti smiSené kojenecké stravy. Vyznam
podavani mléka sgova v obohaceni Zelezem, jodem a zinkem. Dofmra je obohacovani
o vitaminy A, D, E a C. V poslednich letech mnoygfobci kojenecké stravy zavedli na trh
mléka pro vyzivu batolat. Jedna se o pldatikravské mléko se snizenym obsahem bilkovin,
fortifikované Zelezem, stopovymi prvky a vitamimyutnost podavangtchto produki nebyla
zatim jednozn&né védecky prokazana [4], [5], [6].

K mataskému mléku nebo k mléku g@teinimu se z&naji mezi 4. az 6. #sicem ¥ku,

v zavislosti na psychomotorickém vyvoji kojencejdpvat gikrmy kaSovité konzistence.
Prikrmem se oznalji neml€né a rkteré z mléka fipravené dopiky, které se pidavaji
do stravy kojence. Vhodnériprmovani mé z&t v doke, kdy dig potrebuje vyssi fijem
kalorii, nez niZze poskytnout pouze kojenitikm navic poskytuje dostatek energetickych
zdroja, bilkovin a mikronutrient k naplreéni vyzZivové paiteby rostouciho dite [2], [4], [8],

[9], [10].

Travici soustava kojence neni do 17. tydne Zivetdazna to, aby vBtbavala sloZ#si
potravu, nez je mléko. Dostane-li dipreccasre kravské mléko nebo nendtldy priikrm,

zbytein¢ se aktivuje a zatuje imunitni systém v déb kdy jeS€ neni zraly. Reakci na tuto
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zagz maze byt, dive ¢i pozdiji, spustni vrozenych skloi k alergii. Zavedeniijkrmua pied
ukonienym 4. misicem byva spojeno také s rizikem vdechnuti stravyjzikem vySSi
propustnosti gevniho traktu a dale hrozi nebeZpeedostattného pijmu mlé&né stravy.
Naopak pozdni zavedentikrmu je spojeno s problémy, jako je mighad odmitani stravy
¢i nedostatené pokrytim nutiéinich poteb ditte (energie, bilkovin, Zeleza a zinku).
Pfi podavani pikrmu IZickou je nutné, aby ditdokéazalo seft samo nebo s oporou, otév
Usta, kdyz vidi Iaiku a poté podané sousto polknout a nevittiazykem zgt [2], [4], [6],
[9], [10].

Prvni gikrmy by nely byt lehce stravitelné a nedrazdivé. Jako prypigikrmu se neajast;i
zavadi jednodruhové zeleninova kasbladké zeleninové pyré (z mrkve, brokolicegtaku,
cukety, kedlubny). Nasleduje vicedruhova zeleninkage (pidavek bramboru k zelenih
a ovocné pyré (z jablek nebo bananu, hruSek). Bélgfidava masozeleninovyiijkrm
(kombinace zeleniny a masa —&ai, kralti, kriti, teleci, pozdji veprové a mladé haszi).
Od 9. mesice se mize ditti podavat i syrova zeleninagstoviny, ryZze a cerealie, které
podporuji Zvykani. Od 10. — 12.¢gice se mohou radit mi&€né vyrobky, nap jogurty.
Ditéti je mozné podavat ffkrm pfipraveny v domacich podminkach nebo kotnér
vyrakeny, ozn&ovany ¥tsinou jako kojenecka vyziva [5], [6], [9], [101.1].

Prikrmy se do jednoho roku dfe nesoli, nedoslazuji a nemaji bytidi@né. Rikrm byva
zdrojem vice nez 90%fiimu Zeleza kojeného dfe, a proto ma obsahovat dostate
mnoZstvi biologicky dostupného Zeleza (maso). Pontgném 6. misice ¥ku se niize
zavadt podavani stravy obsahujici oves, pSenici, pohajgmen a rostlinny olej. Od roku
2005 je ale dle nazotiady odbornik vhodné odsunout zavedeni lepku do stravy az nadkon
1. roku Zivota diite, a to jak u zdravyched, tak u @ti bez alergické dispozice. Pokudedit
zane jist lepek az v daébkdy je jeho travici trakt dostate zraly, je nebezg@e negiznivych
alergickych reakci faokamzitych nebo dlouhodobych) podstatmensi [5], [6], [8], [12],
[13].

V 6 mesicich ¥ku maze dit jist pyré a kaSovitou stavu. Do &sial je wWtSina dti schopna
jist take ,jidlo do ruky”, kterym se krmi sami. Kavh 12. ndsice jsou &i vétSinou schopny

jist stejny typ stravy jako ostatélenové rodiny [4], [6].
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3 NAROKY NA NAHRADNI KOJENECKOU A D ETSKOU VYZIVU
Nahradni kojenecka vyziva, ktera seCR vyrabi vice neZ 70 let, nasla své pevné misto
ve VvyZiw novorozent a malych dti. Vyrobky kojenecké vyzivy musi odpovidat sasnym
poZzadavkm na sloZeni affsnym hygienickym normam. Potraviny pro kojence aérctti
musi projit sloZitym procesem schvalovarieskou pediatrickou spafeosti, Ministerstvem
zdravotnictvi a Ministerstvem zeklstvi. Vyrobky musi vyhovovat poZzadauk na slozeni

a ozngeni, které jsou stanoveny ve vyhlaSce Ministerstdeavotnictvi¢. 54/2004 Sb.

o potravindch urenych pro zvlastni vyzivu a o @gobu jejich pouZziti. Vyrobky musi dale
odpovidat zvlaStnim pozadawk na chemickou a mikrobiologickou nezavadnost. dlejs
povoleny Zadné chemické konzetma latky, gichug€ nebo umdla barviva. Cely vyrobni
proces je kontrolovan. U vyrobce a v prodejni gbhu vyrobky pedmétem kontroly
piislusnych dadi. Tato kontrola je fisrejSi nez u Bznych potravin [4], [14].

Skupina potravingkého zbozi ozravana jako ,kojenecka aétska vyziva“ zahrnuje
potravin&ské vyrobky, uzfisobené pro stravovani kojeéna malych dti do dovrSenéhodku

3. let (tzv. batolat). Jejich¢élem je jednak poskytnutickové skupig déti plnohodnotnou
stravu, jednak usnadnit praci jejich matkam. Kogidevyziva se &i na suSenou (susena
mléka, instantni migé kase) a sterilovanou [15].

U primyslow vyrakené kojenecky vyzivy se ékdy vyskytuje nazor, Ze je chome
nevyrazna, na druhou stranu je &hto g@ipravcich garantovana hygienicka nezavadnost,

standardni obsah Zivin ajaso¥ mére narana na pipravu [11], [12].
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4 PROBIOTIKA

Termin probiotikum pouzil Parker v roce 1974 naipagrganismu a latek, kter&igpivaji
k mikrobialni rovnovaze ve igvech. O 10 let pozfl je ozna&eni ,probiotikum*
univerzalnim pojmem pouzivanym v celégwém ngfitku. Termin probiotikum pochazi
ze dvouieckych slov znamenajicich ,pro Zivot* a je opakesmtinu antibiotikum ,proti
Zivotu® [16].

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, kteréi gkonzumaci v dostat®ém mnozstvi maji
pozitivni vliv na zdravi hostitele. Probiotické bake v dnedni dab zahrnuji vice
mikroorganisni nez tradiné uznavané bifidobakterie &které laktobacily [17].

Uzivani probiotik piznivé ovliviiuje celkovy zdravotni stav a umaje predchazet nebo
zmimovat rekteré choroby. Po dobu podavani probiotik se zwygajet bakterii s pozitivnim
acinkem na sevni funkce. Steghtak vSak dochazi ke zvySovanicpojinych bakterii, které
tvori viastni intestinalni mikrofléru. Bylo tak prok&e# Ze podavanim laktobatitochazi
k deseti az stonasobnému zvySenétpobakterii ve gevech a to nejen laktobatil ale
i streptokok jiz ptitomnych ve sew. [18]

Prirozenym zdrojem probiotik jsoui@devSim zakysané ndléé vyrobky (jogurty, kefiry).
Mohou vSak byt podavany i jako dopknstravy. Bakterie plni iy kol pouze tehdy, jsou-li
Zivé, tzn. ¥tSinou u vyrobk s kratSi dobou trvanlivosti [19]. N#klad ve forng jogurti

a zakysanych méaych vyrobKi, ale také ve forgtablet, tobolek nebo kapsili.

4.1 Koncepce probiotickych potravin

Jiz rekolik let probih& vyvoj potravin, které obsahujivé&ikultury mikroorganisrin Tyto
vyrobky se ziskavaji hfifermentaci, neboipmym pidavkem vhodnych kultur k hotovému
vyrobku. Rikladem €chto tzv. probiotickych potravin jsou v s@msnosti velmi propagované
kysané mléné vyrobky, jogurty, fermentovana zelenina a sojpwedukty. Probiotika jsou
dnes pidavana i do dalSich drih potravin jako je &sk& vyziva (obohacena
bifidobakteriemi) nebo Ize ipmo pouzivat probiotické mikroorganismy jako potrewé
dopliky. Probiotika Ize dodavat v mnoh&nych formach. Mohou bytrgldvany samostatn
nebo v kombinaci s jinymi mikroorganismy do potraléki, potravindskych gisad nebo
dophku vyzivy [18].

PouZzivané probiotické mikroorganismy jsoudbanaerobni nebo aerobni. Travici soustava
¢lovéka vSak neposkytuje v celé své délce vhodné podmpné jejich geziti. RFekadZzkou

muze byt kyselé prosdi Zaludku, sekrece Zunebo gitomnost dalSich stvnich bakterii.
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Tyto problémyteSi vykEr vhodnych kmet nebo gidavek vlakniny (tzv. prebiotikum —
nestravitelnd slozka potravy), kterd je vyuZivarntamp probiotickymi mikroorganismy a
poméaha v peziti nepiznivych podminek. Kombinace probiotik (Zivych betki) a prebiotik
(substratu) se uplagje @i vyvoji inovovanych potravingkych vyrobki — synbiotik, jejichz
ptiznivé &inky na zdravotni stavlovéka zavisi na pouzitém mikroorganismu a substratu,
které tvdi sloZku potraviny. Nezbytny je vSak dalSi vyzkunolijasini vzgjemnych funkci
a potvrzeni zdravotnichtiinkia pridavku do potravin [18].

ProtoZze ne vSechna probiotika jsou &ti kolonizujici mikroflory, musi se periodicky
dodavat. Komemi pripravky zpravidla obsahuji s bakterii rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium nékdy i kvasinky Sacharomycet). RednEtem zajmu jsou hlawn
bifidobakterie, anaerobni bakterie, které norrddtmaji dilezitou roli v degradaci culr
Vv potrav a tvai a secernuji ve v@drozpustné vitaminy. Jejich podil je vysoky zvéase
sttevni mikroflGe kojenych &ti (az 95% vSech vykultivovanych bakterii), kde maj

mimoradre velky vyznam pro ochranurgd stevnimi infekcemi [18].

4.2 Pozadavky na probiotika
PoZadavky na probiotika jsou velnfigna. Lze je shrnout do nésledujicich ib@iB], [20]:
- Jasna definice mikroorganismu
- Zarwenicistoty mikrooorganismu
- Vylouceni faktoru patogenity (tvorba enterotoxinu, cykito, hemolyza atd.).
- Mohou byt gijimany jako souast stravy.
- Aplikace v Zivém stavu.
- Pfitomnost ve vyrobku ve velkém mnoZstvi.
- Nesmi byt znieny lEhem vyrobniho procesu a jejich Zivotnost musisphovat dobu
trvanlivosti vyrobku.
- Musi byt prokadzany zdravi progmé @inky na hostitele.
- Dulezita je druhova identifikace probiotickeého mikrganismu a stanoveni jeho
mikrobiologickych, genetickych, sérologickych adiiemickych vlastnosti.
- Musi mit odolnost k Zaludei ¥aw, ZIwi, pankreatickym enzyfm a enzymim
tenkého seva.
- Musi mit schopnost adherovat kikam epitelu gevni sliznice nebo k mucinu
tlustého dteva, gipadré mit schopnost v dosta&teé mie se uchytit v tlustém istve
a optimal® kolonizovat tranik.
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DalSim kritériem je najiklad i patet bakterii podavanych ve vyrobku. V jednom ml \oko
(nap. jogurtu) musi byt nejmé&nl0 milioni bakterii, navic jestschopnych fezit kyselé
Zaludeéni prostedi a @inky Zlwi. Také chdi finalniho vyrobku se po fgani kultury
probiotickych bakterii nesmi zhorsit, ale naopaledhost se také dava bakteriim produkujici

vitaminy (B, K), aminokyseliny ap. [18].

4.3 Stabilita stirevni mikroflory

Strevni mikrofléra osidluje travici traktlovéka kEhem prvnich dvou let Zivota a postépn
se vyviji. Rada studii poukazuje na postupnésmgnstevni mikroflory s ¥kem ¢loveka.
Ve wtSirg téchto studii bylo provedeno porovnaniesini mikroflory u skupin lidikzného
véku. Zatim vSak nebyly provedeny Zadnéilgzné studie analyzy vyvoje bakterialni
mikroflory v delSim¢asovém Useku v fibéhu Zivota u jednohslovéka. U starych lidi vSak
bezpochyby dochézi kigvaze negativni mikroflory (zvlaStse jednd o zéastupce ¥od
Clostridium). Také osidleni stv stevni mikroflorou s nizSim podilem bifidobakterii
v souvislosti se starnutim jsoiepmé zpisobeny snizovanim odolnosti endogennich bakterii
vaci kolonizaci jinymi bakteriemi. Tato snizend odadhatici kolonizaci jinymi bakteriemi
je pravapodobr vysledkem fyzikala-chemickych viastnostiigv a znén ve stevni sliznici

v dusledku starnuti organismu [21].

4.4 Uginky probiotik
Uginky probiotik jsou rozmanité. Né&sgjsi Ize shrnout do nasledujicich tiod 8]:

- Omezeni psobeni patogen ve stevech. Kultury probiotickych mikroorganism
produkuji organické kyseliny, které snizuji pH, am& negativni vliv na patogenni
mikroorganismy, které se v kyselém piesii grestavaji rozmnozZovat ast.

- Rozklad karcinogennich latek. Se sniZujicim se ppb#aenim fistu patogennich
bakterii sodasré klesa tvorba rakovinotvornych latek v samotnérewst Probiotika
jsou mimo jiné schopna do jisté miry karcinogeratky rozlozit a tim jim zabranit
v dalSim negativnimgsobeni.

- Pokles hladin cholesterolu v krvi.iiPzvySené hladi& cholesterolu v krvi mohou
probiotika hrat dleZitou roli v diet pii sniZzeni hladiny cholesterolu.agbbenim
probiotik dojde k rozkladu soli Ztovych kyselin a uvoliny cholesterol se neine
zpatky vstebat. V této funkci si vede nejlépe diudictobacllus acidophillus.

- ProsgSnost pi redukeni die€. Ochranné latky vyskytujici se v probiotickych
potravinAch mohou byt pro&mé i i redulkeni diet, ktera je pro organismus velmi
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narana. Proto by ve forghnizkotwenych jogurti, zakysi ¢i jogurtovych mlék ndla
byt probiotika sotasti kazdé reduki diety.

- ZvySeni odolnosti &i praniku infekci (nap. pri prajmovych onemocenich virového
nebo bakterialnihotwodu). Probiotika adheruji k Bkam, jez tvai epitel stev a tim
zabraiuji infekci.

- Posileni intestinalni mikrofloryiptlumeni alergickych reakci

- ZlepSeni kvality Zivota paciese zagtlivym onemocgnim stev

- Posileni imunity

- Snizeni recidivy povrchovych nadomocoveho néchyre

- Zmirnéni symptomu intolerance laktosy

4.5 Vyznam bakterii pro imunitni systém

Nékteré slozky grampozitivnich a gramnegativnich bgkt (nag. lipopolysacharidy,
lipoteichova kyselina nebo peptidoglykany) davaiinés podréty pro systémovou imunitu
organismu a pravna takovém imunostimutaim pisobeni se podileji probiotické bakterie.
Nekteré kmeny bifidobakterii majin vitro dokonce velkou schopnost p@govat tvorbu
slizni¢nich IgA protilatek. Prokdzana jiz bylada pozitivnich reakci laktobatik dalSich
probiotik s butkami zajiStujicimi imunitu. Imunitni reakce ¥ipadt Lactobacilus acidophilus
a Bifidobacterium bifidumkteré byly podavany v kapslich starSim lidem,ladd potlaeni
zaretlivych proces. LaktobacilusGG byl u 31 kojent ve wku 6 az 12 mssial s usgchem
pouzit k zvladnuti projevu alergie na bilkoviny ks&ého mléka a atopického ekzému [18].
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5 ZASTUPCI PROBIOTICKYCH BAKTERII

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy &ginou bakterie), dodavané organismu stravou.
Probiotika jsou obvykle vybirana ze zastuakterii miéného kvaSeni, které gado rodu
Lactobacillus Laktobacily pati do prvni skupiny, kterd byla pouZita jako zdroplpotik.
Pozdji se z&ala vyuZzivat i skupina bifidobakterii, a to zejmdhaadolescentisB. bifidum

B. infantis B. longum B. animalis Tato ,biologickd agens” jsou ve velké mmipouzivana

v mlékarenském @myslu @i vyrob¢ jogurtu i rékterych jinych potravin [22], [18], detrg

v mlé&nych vyrobk: pro dtskou vyZivu.

5.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus nalezi do doményBacteria kmene Firmicutes tiidy Bacilli, fadu
Lactobacillalesa celedi Lactobacillaceae[23] VétSina druli rodu Lactobacillusfermentuje
glukosu a laktosu na laktat a odtud pochazi nazeetd rodu [24].

Bakterie roduLactobacillusjsou katalasa negativni a nepohyblivé anaerobrakadtativre
anaerobni nebo mikroaerofilni ¢ipkovité bakterie [25]. Tvid robustni nesporulujici
grampozitivni t¢ky, casto retizky [24]. Laktobacily ufednostiuji mezofilni a mirg
termofilni teploty. Nkteré kmeny druiln Lactobacillus viridescens, Lactobacillus sake,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantaruostou, i kdyZ pomalu,ipnizkych teplotach
blizkych k bodu mrazu, n&pna chladném mase [26]. Mohou se mnoZit i v kattivm
prostedi s hodnotou pH 5. Jestlize vSak pH poklesne ppodist &tSiny laktobacih
se zastavuje [27], [28].

Do rod Lactobacillusnalezi druhy bakterii, které tkictast girozené mikroflory Ustloveka,
jeho gastrointestinalniho traktu a vaginy [24], J[2rotoZze kyselina m&&a& vzhledem
potravin, kvaSeni zeli, okurek a k silaZovani pi¢emlékarenstvi se pouziva ramruh
Lactobacillus delbueckiissp. bulgaricus k vyrobé jogurtu, Lactobacillus acidophilus
k pripraw acidofilnihno mléka nebd.actobacillus caseipii piipraw symi [24]. Druhy
vyuzivané v pimyslové vyrol pafti do skupiny bakterii obeérpokladanych za bezpeé
tzv. GRAS (generaly regarded as safe) [30¢ktNré laktobacily se vyskytuji také jako
nezadouci kontaminace ve vistvi, pivovarnictvi a dra¥arenstvi, kde zisobuji chtiove

vady vyrobkKi, coz vede k ekonomickym ztratam.
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5.2 Rod Bifidobacterium

RodBifidobacteriumnalezi do doménBacteria,kmeneActinobacteriatiidy Actinobacteria
fadu Bifidobacterialesa ¢eledi Bifidobacteriaceadg31]. Rod Bifidobacteriumjsou anaerobni
nesporulujici bakterie, které ttionepravidelné grampozitivni dky, které mohou byt
na jednom z konc rozS€pené do tvaru &vicky. Mohou tvdit i fetizky, nebo maji
hvézdicovité ¢i nepravidelné uspgédani [26]. Pat k bézné flGde zazivaciho traktu.
Jako prokazatethpatogenni pr@loveéka byl prokazan pouze drifidobacterium dentium

ktery participuje na vzniku zubniho kazu [24].

5.2.1 Bifidobacterium longum ssp.infantis

Jedna se o anaerobni grampozitivni bakterie. Zéstuphoto bakterialniho druhu
jsou vyznamnym probiotickym zastupcenteshi mikroflory u @ti, které jsou plé kojeny.
Morfologicky se jedn& o pravidelnécigky (Obr. 4). S ¥kem se jejich vyskyt ve igvech

snizuje, u dosflych jedindi se bakterie témit nevyskytuje. Pouziva se pro zndnm

symptomu drazdivého taiku a i potlacovani alergickych stavu dti [32].

Obr. 1 Buiky Bifidobacteriumlongurasp.infantis [32]

5.2.2 Bifidobacterium bifidum

Jedna se o grampozitivni nepravidelné nesporultyighky o riznych tvarech (Obr. 2).
Bunky mohou byt kratké, pravidelné s protazenymi kpkokovité ¢i naopak dlouhé, sl&b
zakiivené nebo vidinag rozwtvené. Tvar jecasto ovlivien kultivatnimi podminkami.
Optimélni teplota dstu je 37-40 °C. Pomaha nastolit mikrobidlni ro\alay po |ébé

antibiotiky. Vyrazrt zlepSuje peristaltiku, ma protinadorow#nky a pisobi preventivé proti
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prijmovému onemocini. Uplatiuje se P vyrob¢ kysanych milénych vyrobki

a ve farmaceutickém pmyslu [33], [34].
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Obr. 2 Buiky Bifidobacterium bifidum barvené podle Grama [33]

5.2.3 Bifidobacterium breve
Jedna se o anaerobni grampozitivni bakterie. Wyghase vyraznou aktivitou proti
streptokokm odolnym wi¢i antibiotikim. Buiky byvaji slal zakivené a viditeld

rozdvojené (Obr. 3) Stejnjako ostatni bifidobakterie se uplafi pii vyrobé zakysanych
mlé&nych vyrobki a ve farmaceutickém jpmyslu [33].

Obr. 3 Buzky Bifidobacterium breve [33]

5.2.4 Bifidobacterium animalis

Grampozitivni anaerobni bakterie, tvaru kratkary (Obr. 1), které maji schopnost zabranit
rastu rekterym drulim salmonely. Jedna se o primarni bakterie kd@iekteré napomahaji
spravné funkci gastrointestinalniho traktu. Prodiukyseliny, které udrzuji pH rovnovahu
ve stevech, a také napomahajéitdkoZni onemoceni u cti tzv. atopicky ekzém [35].
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Obr. 4 Buiky Bifidobacterium animalis pod elektronovym mikaygem [35]

5.2.5 Bifidobacterium longum ssp longum

Tyto grampozitivni anaerobni nepravidelnéimky (Obr. 5) se ve vysokych koncentracich
vyskytuji v tlustém sew. Béhem fermentace produkuji kyselinu géu. Buiky poméahaji
zabraiovat kolonizaci gev invazivnimi patogennimi bakteriemi. Vykazuji eksu adhezi

k epitelovym bukam steva. Vyrazg sniZuji gastrointestinalni obtiZze, jako jeujem

a nevolnost ghem I&by antibiotiky. PouZivaji sefpvyrob¢ mlénych vyrobki obsahujicich
probiotickou kulturu a v mkné kojenecké vyzix Nachazeji uplatmi i ve farmaceutickém

pramyslu [36].

Obr. 5 Bifidobacterium longurssp longum [36]

Podle nejnovjSich poznati byly druhyBifidobacterium longuna Bifidobacterium infantis
pieklasifikovany naBifidobacterium longum ssp. longum Bifidobacterium longunssp.
infantis Z tohoto vyplyva, Ze ziani pouzivané vyrobci¢hkterych prepardtjiz neodpovida

souwasnym poznatkm [37].
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5.3 Streptococcus thermophilus

Nalezi do doményBacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, fadu Lactobacillales,celed
Streptococcaeceaend Streptococcus.

Bunky Streptococcus thermophilysou kulovité nebo ovalné fidka prodlouzené obvykle
ty¢inkovitého tvaru (Obr. 6). Jsou sdruzené v parkchtkych nebo dlouhyctetizcich a tvti
tetrady. Jednd se o grampozitivni, nepohyblivéultakivrné anaerobni, katalaza negativni
bakterie [38]. Tyto bakterie neredukuji dirany na dusitany. Jedna se o mikroorganismy
chemoorganotrofni, jejichz metabolizmus je fermewté, z cuki tvori predevsSim kyselinu
mlé&nou [31]. Nachézeji uplani v potravinéském ptimyslu, zvIast pii vyrobé kysanych
mlé&cnych vyrobki (jogurti).
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Obr. 6 Buiky Streptococcus thermophilus barvené podle Gre@8a [
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6 IDENTIFIKACE PROBIOTICKYCH BAKTERIi S VYUZITIM
NEKULTIVA CNICH METOD

Klasické mikrobiologické metody identifikace majn¥kterych fFipadech jistd omezeni. Tyto
metody jsou méh citlivé a maji omezenou schopnost identifikovaatgp kultivovatelné
¢i nekultivovatelné mikroorganismy. Biochemické fesychazeji z fenotypovych vilastnosti
mikroorganisni, proto jsou v dkterych gipadech porrné nejednoznéné. Casto dochazi
k mylnym z&eram, protoZe terénni kmeny a jejich vlastnosti sedd sbirkovych kmei
podle kterych se biochemické testy vyhodnocuiji [39]

Radu omezeni Ize wgSit vyuZzitim metod molekularni biologie. Metody lelalarni biologie
jsou nezavislé na kultivaci a jsou specifické, wesaitlivé a rychlé [39]. Molekularni
techniky naSly v mikrobiologii své uplatni pri detegci mikroorganist) které vyzaduji
dlouhodobou kultivaci, nekultivovatelnych mikroorgemi, mykobakterii ¢i  vird.
V potravindgské mikrobiologii secasto vyuziva metod molekularni biologie ke Zst
pritomnosti uéitych druhi mikroorganisni v potravirgé pri hodnoceni jeji kvality [40].
Vyznamné metody identifikace bakterii jsou zaloZzeng analyze DNA s vyuZitim
amplifikacnich metod. Nejvice se vyuZivA polymerasovéigzova reakce (PCR),
ktera probiha v podminkadh vitro (bez kultivace buk) [41].

6.1 Polymerasovéietézova reakce

PCR neboli polymerasov&ettzova reakce (polymerase chain reaction) je spdcialn
identifika¢ni metoda, kterd byla objevena v roce 1983 Karrylisem. JiZz v roce 1985 byla
vydana prvni odborna publikace, ve které byla pégouzita metoda PCR. PCR je zakladni
pouzivana molekularni metoda, ktera dpa v amplifikaci gef. Pouziti druho¥ i rodow
specifickych PCR umaitije spravnou identifikaci mikroorganisny?2], [43].

Tato metoda umaitije in vitro zmnoZeni daného Useku DNA betitgmnosti Zivych
organisnii. Podstatou metody PCR je opakujici se enzymovdézgnnovychretézci
vybranych Usek dvouretézcové DNA, ke které dochazi paigmjeni dvou primar vazajicich

se na protilehléettzce DNA tak, Ze jejich 3’ OH-konce simji proti solkk [44].

6.2 Komponenty smeési pro PCR

Reakéni snes pro PCR je sloZena z teplétrezistentni DNA-polymerasy, pufru optimalniho
pro DNA-polymerasu, dNTP (stavebni kameny DNA), péitové DNA a dvojice primér
[45].
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6.2.1 Teplotné rezistentni DNA-polymerasa

DNA polymerasa setfyozere vyskytuje ve vSech organismeclti &leni v buice syntetizuje
duplikdt DNA. Tento enzym, nejprve izolovanyEacherichiacoli, byl pouzit ke klonovani

in vitro. Dvousroubovice DNA byla denaturovana feplo€ 96 °C. Takto vysokou teplotou
byla DNA polymerasaEscherichia coliinaktivovana a musela byt po kazdé denaturaci
doplrgna. Proces amplifikace byl proto malginny. Jeho velk&asova narénost a velka
spoteba DNA polymerasy nebyla kompenzovana odpovidaijioiysledky [46]. Tyto
probléemy vyeSilo pouziti termostabilni DNA polymerasy Zhermus aquaticus
(Tagpolymerasa).

Termostabilita DNA-polymerasy jeubtkZitou podminkou reakce, protoZze jednim z krok
polymerasovéetézové reakce je denaturace DNA. Denaturace je pioadi teplo€ asi 95
°C, pi které jsou vSechny &né enzymy inaktivovany. Pouzitim termostabilni
DNA-polymerasy je zajisha dostaténa aktivita enzymu po celou dobu amplifikace. Nazev
Tag DNA-polymerasa je odvozen z druhového nazvu baktee kterych byla polymerasa
izolovana. Tag DNA-polymerasa byla izolovana z bakteriehermus aquaticysktera
se vyskytuje ve vydrech horkych mineralnich pramefb0]. Jeji teplotni optimum je 72 °C
a polaas zivotnosti je asi 40 minutipeplog 95 °C. Tento enzym vykazuje pouze-8°
polymerasovou aktivitu, postrada-35 exonukledzovou aktivitu, coZz znamena, Zze neddchaz
k opra¥ chyb, které vznikaji ip replikaci. Vzniklé amplifik&ni produkty tak mohou
obsahovat nespravn inkorporovanou béazi. Pro étsinu aplikaci je vSak fpsnost
Tag DNA-polymerasy dostayjici. Vyhodou této polymerasy je jeji vysoka preigéa. Timto
terminem je ozriggna schopnost syntetizovat az 10 000 bp dlouhé/d3RIA [47].

Krom¢ Taq DNA-polymerasy  mohou byt pouzity  dalSi polymerasy
nag. Pwo a Pfu DNA-polymerasa, jejichz zdrojem jsByrococus woesea Pyrococus
furiosus Tyto enzymy vykazuji i 355" exonukledzovou aktivitu, ktera unminge opravu

chybre inkorporovanych deoxyribonukleofidJejich nevyhodou je niZsi procesivita [47].

6.2.2 Pufr pro PCR
Zakladem pufru pro PCR je siran amonny nebo chidradelny. Sotasti pufru je Tris-HCI
(pH 8,8 i 25 °C) a zejména chlorid banaty. PCR pufr rize byt fiznymi firmami dodavan

i bez chloridu h#e¢natéhogimz je usnadkna optimalizace reg&kich podminek [45].

24



6.2.3 Smés dNTP
Smés dNTP je vodny roztok, ve kterém je obsaZena didtida snés kazdého zestyr
nukleotich dATP, dCTP, dGTP a dTTP [45]. Jedna se o stavidmieny DNA, ze kterych

je syntetizovan noviettzec DNA.

6.2.4 Templatova DNA
Templatova DNA (cilova DNA, DNA matrice) je DNA jj& ¢ast se v PCR amplifikuje. DNA
muze byt ziskana Ziznych zdraj, z burgk prokaryot, eukaryot a \ir[48].

6.2.5 Primery

Primery jsou kratké syntetické oligonukleotidy o&mré sekvenci, které jsou zpravidla
tvoreny 18-30 nukleotidy [43], [44]. Primery jsou cheky syntetizované sekvence [49].
Jsou komplementarni ke koncovym oblastem fragmBMA, jenz ma byt amplifikovan [50],
[51]. Pro PCR reakci je nutné pouzit dva primergrward primer (upstream), po jehoz
nasednuti na 5°-konaetézce je smir elongace dan sfrem transkripce, a reversni primer
(downstream), ktery nasedd na 3'-kone®zce a elongace probiha d¢psm snErem
nez transkripce. Pro kazdou polymerasoketézovou reakci je péeba navrhnout vhodny par
primeri. F¥i navrhu primeit musi byt zajidtno, aby oba primery &y piiblizné stejnou
teplotu tani. Teplota tani je zavisla na délce kdiea jeji sekvenciCim je molekula delsi,
tim vétSi energie je nutnd k jeji denaturaci, protoZeabbg vice vodikovych astki.
Cim vice GC pér je v molekule obsazeno, tim je teplota tani vyB&plota, pi které dochazi
k nasedani primér musi byt pak o &co nizsi, nez je teplota tani, eliminuje se timtaiei
nasednuti primér Konkrétni teplota hybridizace primierje ugena experimenta#
optimalizaci podminek reakce [52].

Pro kazdou PCR jegdba navrhnout vhodny par priniepomoci #hoz se bude amplifikovat
konkrétni pozadovany usek templatové DNA. Idedbui primeti je v sodasnosti mozno
uréit pomoci modernich pitacovych progran [49].

Primery nesmi byt vzajemirkomplementarni, jinak hrozi vznik dintea vlasenek. Dimer
primeri vznika sparovanim dvou primierpodminkou jeho vzniku je delSi komplementarni
Usek v sekvenci obou primier Vlasenka vznikda sparovanim kdncatejného primeru,
podminkou je oft dostaténa komplementarita mezi konci primeru. Dimery isdéky maji
za nasledek, Zze PCR nep¢bhe [52]. Ve ¥tSirg reakci jsou tedy vhodna sekvence priimer

a koncentrace primémparametry, které rozhoduji o @§pém vysledku reakce [47].
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6.3 Priabéh PCR

Amplifika¢ni reakce je provama v tenkostnnych zkumavkach o objemu 200 nebo 500
mikrolitri, v zavislosti na typu termocykleru [51]. Termoakje programovatelny termostat,
do jehoz bloku jsou zkumavky umdsy a ktery umoiuje prechod mezi jednotlivymi
teplotami @i amplifikaéni reakci. Hlavnimi pozadavky jsourgsnost teploty a rychlost
piechodu mezi jednotlivymi teplotami [47]. &ina modernich ffistroja je opatena
vyhtivanym vikem. Tim je zabrédno kondenzaci kapalné rea snesi na vnitni strar vika
zkumavky a kontaminaci labora®produkty amplifikaceip otevieni zkumavky. Pokud neni
termocykler vybaven vyfivanym vikem je reaini snes vrstvena mineralnim olejem, kterym
je zabrasno vypdaovani reakni sngsi [51].

Koncept samotné amplifikace DNA poprvé navrhnul Gobind Khorana v roce 1971.
AZ o patnact let pozgi Kary Mullis metodu pojmenoval a uvedl ji do pexZavedl metodu,
kterou mohla byt DNA namnozZenahem opakujicich se cykls vyuZitim termostabilni
DNA polymerasy [46].

Proces amplifikace se sklada edti azctyriceti cykli. Princip jednotlivych krok PCR je

uveden na Obr. 7.
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Obr. 7 Puibéh PCR [46].

1. Denaturace DNA
Denaturace DNA probihétipteplot 92 - 98 °C (obvykle 95 °C). Pro fragmenty do 1 kbp
je doba denaturace obvykle 15 sekund. RfiSiviragmenty je doba denaturace 30 az 60
sekund [53].
Pred prvnim cyklem reakce byva denaturace prodlouzesmab minut, aby se zvysSila
pravdpodobnost, Ze dlouhé molekuly templatové DNA buplok denaturovany.

2. Pr¥ipojeni dvou primera (hybridizace)
Hybridizace probiha podle denatéméa teploty dvotettzcové templatové DNA s primerem
snizené o 5 °C. Obvykla teplota je mezi 50 a 55 Rizka teplota podstainsnizuje

specificitu reakce, vysoka teplota brani amplifi{ag].
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3. Syntéza novéhd-etézce
Probiha obvykle § teplo& 72 °C, coZ je optimalni teplota pi@agDNA polymerasu. Délka
kroku je dana rychlosti syntézy novétekzce. Pro fragmenty do 1 kbp to byva 30 az 60
sekund, pro Uuseky 6 — 10 kbp az 15 minut [53].

4. Opakovani kroku
Produkt vznikly tetim krokem se stava substratem pro dalSi cyklyklyGe obvykle opakuji
30 az 40x.

6.4 Detegce produktu PCR pomoci gelové elektroforézy regarose

PCR je metoda, ktera umafe identifikaci jediné kopie DNA ve vzorku tim, Zeto
sekvenci namnozi do té miry, Ze jiibeme detegovat [41]. PCR produkty (amplikony)
se nefastji deteguji pomoci gelové elektroforézy na agarose.

Po prokhnuti PCR je ziskana s amplikorii, ve které je obsazeno velké mnoZzstvi
amplifikovanych fragmerit DNA. Aby tyto amplikony mohly byt detegovany, musi
byt vizualizovany. Nejvice pouzivanou metodou jetomto g@ipad® agarosova gelova
elektroforéza [50].

Velikost produktu PCR porovnavame se standardem DNA Zelkricek), ktery obsahuje
DNA fragmenty o znamé velikosti.

Gelova elektroforézadti fragmenty DNA podle velikosti. DNA se vzhledemmkgativnimu
naboji pohybuje si&rem ke kladné elektréd piicemz delSi fragmenty DNA se pohybuji
pomaleji, protoZe jsou v hustém gelu vice zpomalgv&o rkkolika hodinach se fragmenty
v gelu rozdli podle velikosti.

DNA vsSak neni na agarosovém gelu moznoévide proto nutné ji dakym zpisobem
ozn&it. Jednou z citlivych metod detegce je smichanADNatkou (nap ethidium bromid),

kterd po navazani na DNA fluoreskuje v ultrafialovéstle [41].

6.5 Provadéni - optimalizace PCR

PCR je velmi citliva metoda. Musime prottijmout adekvatni op#&tni, abychom se vyhnuli
kontaminaci jinymi molekulami DNA, vyskytujicimi se laboratornim progedi (bakterie,
viry, cizoroda DNA atd.). Michani reaki snesi musi byt provagha ve specialnim boxu
vyz&eném UV lampou za pouziti sterilnich rukavic. Stefak musi byt odéleny ¢asti
laboratde, v nichZ se provadi izolace DNAijprava snisi pro PCR a detegce prodal@CR.
Vzdy musi byt provatha pozitivni a negativni kontrola pro odhalefippdné kontaminace

nekteré komponenty reakce.
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7 MAGNETICKE NOSI CE PRO IZOLACI DNA V KVALIT E
VHODNE PRO PCR

Magnetické sorbenty, na@® nebo modifikatory je moZzno vyuzZit pro izolaci oeb
magnetickou modifikaci biologicky aktivnich latelgurék, subcelularnich komponent,
kontaminant Zivotniho prasdi nebo jinych sloZzek studovaného systéemu [54], [6],
[57], [58], [59], [60]. Principem magnetickych seaai je obvykle adsorpce cilové steminy
nebo buiky na magnetickécdstice a nasledné odstéan vytvareného komplexu
ze studovaného systému pomocéjgiho magnetického pole. \fipadct pozitivnich separaci
jsou magneticky modifikovany a izolovanyimo Zadané slaeniny nebo biky, v pripac
separace negativni se naopak ze systému adgtreckteré nezadouci slozky,tipemz
dochazi k nabohaceni Zadanych komponent systémgndifleké separace jsou jednou
z perspektivnich moznosti, jak ve vybranydfppdech urychlit nebo usnadnitkteré Ezne
pouzivané sepafai postupy a metody. Obetne pouziti selektivni magnetické separace
vyhodné zejménaippraci v heterogennich, suspenznich systémechob@dvyhody skytaji
i enzymy nebo biky imobilizované na magnetické nésj kdy je mozné jejich selektivni
odstragni ze systému po prébnuti enzymové reakce. V stasné dob se magnetické
separace vyuzivaji v mikrobiologii, b&mmé biologii, molekularni biologii, léKatvi,
biochemii, biotechnologiich a ekologii.

Pro separace v magnetickém poli je ipbhé zakladni vybaveni,iqdevSim vhodny
magneticky separator a podle charakteru pragslusny magneticky sorbent nebo rosi
s imobilizovanymi afinitnimi ligandy.

Nejcastji pouzivanymi magnetickymi materialy préipravu magnetickych nasi a sorbent
jsou praskové oxidy Zeleza magnetit (oxid Zelezialezity, FeO,) a maghemit (gama-oxid
Zelezity, gama-F©3), dale oxid chrongity CrO,, praskové Zelezo, nikl a ferity. Tyto
materialy mohou byt zakoupeny odiznych dodavatél nebo mohou byt fpraveny
v laboratdi [61], [62]. Jsou popsany i experimentykasticemi magnetovce izolovanymi
z magnetosoiin magnetotaktickych bakterii [63], [64], [65]. Krénmagnetickychiastic Ize
pro rekteré aplikace vyuzit i tzv magnetické kapaliny ri@fuids, magnetic fluids)
tj. suspenze velmi jemnych magneticky¢hstic (o paméru 2 — 20 nm) ve vhodné

nemagnetické nosné kapalif66], [67].
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Magnetickécastice vykazuji magnetické vlastnosti jeniitgmnosti vigjSiho magnetického
pole. Nevykazuji vSak rezidualni magnetismus, aupokejsou v bezpragtdni blizkosti
magnetického pole, vyt¥éhomogenni suspenzi (jsou tzv. paramagnetické).

Pro separaci celkové DNA se @sily hydrofilni neporézni noge o pfiméru asi 1pm
(Obr. 8). Tyto nosie maji na svém povrchu karboxylové skupiny (vyskedxidace
hydroxylovych skupin), pomoci nichz reverzikilmdsorbuji DNA. Reverzibilni navazani
DNA na tyto nosie probih& v fitomnosti poly(ethylen glykolu) 6000 a chloridu sétio
[68], [69].

Obr. 8: Elektronova mikroskopie magnetickych to&(HEMA-co-GMA) (upraveno dle

Spanové a kol. 2004§0]
Pro selektivni separaci DNA lze vyuzit nésifunkcionalizované streptavidinem s navazanou
biotinylovanou sondou. Systém streptavidin-biognpovazovan za nejs#j$i nekovalentni
biologicky zndmou interakci, jejiz diso¢ia konstanta K je 4 x 10** M. Vazba se tvis
velmi rychle a stabilé v Sirokém rozmezi pH a teploty. Streptavidin j@tpm izolovany
z aktinobakterieStreptomyces avidiniizatimco biotin je vitamin ze skupiny Bifomny
ve vSech biikkach [71].
Magnetické sepatai techniky jsou jednou z moznosti, jak urychlibaeusnadnit &které
béZre pouzivané sepatai a purifik&ni techniky izolace DNA v kvakit vhodné pro PCR,

jakou je nap fenolova extrakce. Vyuzivaji malé magnetickétice [53].
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8 CIL PRACE
Cilem diplomové prace bylo izolovat DNA v kvalithodné pro PCR z 5 nigych vyrobki
pro cétskou vyZivu a provest rodovou a druhovou idendgifikprobiotickych bakterii.
Souwasti prace bylo:
* lzolace a purifikace kontrolni bakterialni DNA métwu fenolové extrakce
* Priprava hrubych lyzét burek obsaZzenych ve vyrobcich a izolace DNA pomoci
magnetického nod P(HEMA-co-GMA).
* Provedeni rodayvspecifickych PCR pro rodgifidobacteriumaLactobacillus
» Provedeni druhavspecifickych PCR pro druhgifidobacterium animalisB. bifidum,
B. breveB. longumssp.infantis,B.longumssp.longuma Streptococcus thermophilus

» Porovnani vysledks Udaji od vyrobi u analyzovanych vyrolik

31



9 EXPERIMENTALNI CAST

9.1 Pristroje a pomicky

Centrifuga (Eppendorf AG, Hamburggiecko)

Centrifuga MINI Spin 13 400 min(Eppendorf, Hamburg, &necko)
Fotoaparat (Canon powershot A470)

Laboratorni vahy (Kern & Sohn,dhecko)

Magneticky separator Invitrogen Dynal AS (Dynal ®ich, Oslo, Norsko)
Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20 ul, 200ul, 1000ul (Discovery HTL,
VarSava, Polsko)

Mikrovina trouba SMW 5020 (SencdR)

Minicentrifuga C1301 (Labnet international, IncSA)

Minicycler PTC 150 (MJ Research, Watertown, USA)

NanoPhotometr (Implen, &hecko)

Termocycler PTC-200 (BIO-RAD Lab., USA)

Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

Transluminator TVR 3121 (Spectroline, ParamountAJS

Zarizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Ovie&tific, USA)

Zdroj elektrického nafii Lighting volt Power Supply, model OSP-300 (Owl
Scientific, USA)

Bézné laboratorni sklo a paroky.

9.2 Material

VSechny pouzité chemikélie bylydstote p. a.

9.2.1 Reéalné vzorky vyrobki

Vyrobky vybrané k analyze a jejich sloZeni jsoudesgy v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Vyrobky vybrané k analyze a jejich shbze

Vyrobek

Slozeni

Nestlé BEBA pro 2

SuSené odtinéné mléko a bilkoviny mkéné syrovatky
smes rostlinnych oldj, syrovatkovy permem, laktéz
vitaminy, obilninovy a bramborovy Skrob, mineraly
stopové prvky, sojovy lecitin, rybi olej, rostlinnglej
(LC-PUFA), suSené bakterie mnilho kvaSen
(termofilni a bifidogenni kultury)

Nestlé BEBA pro 2 good night

SuSené odtinéné mléko a bilkoviny mkné syrovéatky
smes rostlinnych olgj, syrovatkovy permem, laktoz
vitaminy, obilninovy a bramborovy Skrob, mineraly
stopové prvky, sojovy lecitin, rybi olej, rostlinnylej
(LC-PUFA), suSené bakterie nilho kvaSen

(termofilni a bifidogenni kultury)

v

Nestlé BEBA pro 1

Syrovatkova bilkovina a kasein, laktdza, LC-PUFA,

vitaminy, mineraly, nukleotidy

Hero Baby Lactum 2

Obsahuje probiotika a prebiotika

Babio Biomléko 2 s probiotiky

Odtuwnéné susené biomleko, sladka susena biosyrov
z ¢asti  demineralizovana, rostlinné  bioole

biomaltodextrin, bioSkrob kukieny, vaje&né

atka

je,

fosfolipidy, rybi olej, fosforénan vapenaty, citrT
ry

sodny, chlorid vapenaty, vitamin C, kult
bifidobakterii BiFiComplexu, citran Zelezity, niagi
siran zinénaty, D-pantotenat vapenaty, vitamin

vitamin A, siran mad’naty, vitamin B, vitamin B,

vitamin B, jodid draselny, kyselina listova, vitamin,K

biotin, selentitan sodny, vitamin B

9.2.2 Kontrolni sbirkové bakterialni kmeny

Byly pouzity sbirkoveé a typové kmeny:

- Bifidobacterium animali€CM 4988
- Bifidobacterium bifidunCCM 3762
- Bifidobacterium brev&€CM 3763

33



- Bifidobacterium infantisCCM 17930

- Bifidobacterium longun€CM 4990

- Lactobacillus acidophilu€CM 48335

- Streptococcus thermophil@CM 4757 (hruby lyzat busk)
Po kultivaci v MRS médiu bylyifpraveny hrubé lyzaty bék. Byly pouZzity pro izolaci DNA
fenolovou extrakci. DNA byla pouZita jako kontrgeo PCR.

9.2.3 Komponenty k promyti vzorku a izolaci bunék

Sterilni destilovana voda

9.2.4 Komponenty pro p¥ipravu hrubého lyzatu bunék
Lyzagni roztok (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5mM EDTA, pH 8,ysozym 3mg/ml)
20% SDS
Proteinasa K (100 pg/ml)

9.2.5 Komponenty pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosi
Voda
5 M NacCl
DNA (hruby lyzat bugk)
PEG 6000 (40 %)
Magneticky nosi (2 mg/ml)
70% ethanol
TE pufr (10 mM Tris HCI, pH 7,8; 1mM EDTA pH 8,0)

9.2.6 Komponenty pro izolaci DNA pomoci fenolové extrakce
Hrubé lyzaty busk
Fenol (pH 7,8)
TE pufr (pH 7,8)
Chloroform — isoamylalkohol (24:1)

9.2.7 Komponenty pro pFipravu PCR smési
Voda pro PCR
Reakni pufr kompletni (10x koncentorvany)
Smes dNTP (10 mM)
Primer 1 (10 pmol/ul)
Primer 2 (10 pmol/ul)
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9.2.8

9.29

TagDNA polymerasa (1 U/ul) Top Bio
Matrice DNA

DNA standard pouzity pii agarosové gelove elektroforéze

DNA standard 100 bp Z&bek (Malamité, Moravské PrusyCR) — obsahuje
fragmenty DNA o délce 100, 200, 300, 400, 500, 60@), 800, 900, 1000, 1200
a 1500 bp.

Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

Tris — borat — EDTA (TBE) pufr: Tris-HCI (54g), kgna borita (27,5g), 0,5 mof-|
EDTA (pH 8,0; 20 ml) — fed pouzitim byl koncentrovany pufr 10xedn
destilovanou vodou.

Nanaseci pufr (6x koncentrovany): bromfenolova f{@dp-Bio, Praha,CR)

Fluorescetni barvivo: ethidium bromid (500 pg/ml)

Agarosovy gel — 1,8%: 1,8 g agarosy/ 100 ml 0,5rcemtrovany TBE pufr

9.3 Metody — izolace DNA z realnych vzork

9.3.1

1.

9.3.2

Zpracovani vyrobki
Byl navdzen 1 g vzorku a byl rozpéstv 5 ml sterilni vody

2. Takto gipraveny vzorek byl rozdlen po 1 ml do 5 sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek
3.
4. Supernatant byl opat¢érslit, sediment byl resuspendovan a promyt 1 nrilsfevody

Vzorky se centrifugovalyip 14 000 ot/min po dobu 5 minut

a ot centrifugovan za stejnych podminek.
Promyti se opakovalo minima@n5x s pitibéZnym sl&ovanim vzorku do jedné

mikrozkumavky

Priprava hrubého lyzatu bunék
K sedimentu bwk byl ptidan 1 ml lyz&niho roztoku (10 mM Tris-HCI, pH 7,8;
5 mM EDTA; lysozym 3mg/ml), ve kterém byl sedimeasuspendovan.

2. Vzorek byl inkubovan 1 hodinufidaboratorni teplat.

3. Ke snesi bylo pidano 50 pl 20% SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml)

4. Vzorky byly inkubovany 3 hodinyip55°C.
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9.3.3 Separace DNA magnetickymi mikr@asticemi
1. Do 1,5 ml mikrozkumavek bylafjpravena srés dle Tabulky 2. Pro separaci
byly pouzity magnetické mikegstice P(HEMAeo-GMA) piipravené na Ustavu

makromolekularni chemie A¥R v Praze (ing. D. Horék, CSc.).

Tabulka 2: S@s pro separaci DNA

Krok Slozka Podil (hm)
1 Voda 100
2 NaCl (5 M) 200
3 DNA (hruby lyzat bugk) 50
4 PEG 6000 (40 %) 100
5 Magneticky nosi (0,2 mg/ml) 50
Celkem 500

2. Snxs byla inkubovana 15 minutigaboratorni teplat

3. Smes byla umistha do magnetického separatoru a magnetickéstice
byly separovany 15 minugidaboratorni teplat

4. Po uplynuti doby byl opatéodebran supernatant.

5. Z magnetického separatoru byl vyjmut magneticky , p@® mikrozkumavek
scasticemi bylo pidano 500 ul 70% etanolu.

6. Vzorek byl promichan, do separatoru byl zasunutmacgky pas a po 2 minutach
byl etanol opatr& odebran.

7. Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separatoru a etarhechal samovoéodpdit.

8. DNA adsorbovana na magneticky¢hsticich byla eluovanafiplaboratorni teplat
do 50 ul TE pufru.

9. Po 30 minutach séastice odseparovaly pomoci magnetického separdatoeluat
obsahujici DNA byl odebran dastych 1 ml mikrozkumavek.

9.4 Metody — izolace DNA z kontrolnich sbirkovych kmei bakterii
DNA byla izolovana z hrubych lyzaburek.

9.4.1 Kultivace bunék
- Byly kultivovany buiky bakterialnich kmeinuvedené v kapitole 9.2.2.

36



Pelet lyofilizované kultury byl rehydratovan a gkovan do tekutého MRS (de Man,
Rogosa, Sharp) média s cysteinem (3 % inokulaceyoa®zné na MRS agar
s cysteinem (0,05 %) pro kontradistoty kultury.

Bunky rodu Lactobacillusse kultivovaly za aerobnich podminek B7°C po dobu
24 hodin., resp. 48 hodirigkultivaci na pevném mediu.

Bunky rodu Bifidobacterium se kultivovaly za anaerobnich podminek B7°C
po dobu 24 hodin., resp. 48 hodifi kultivaci na pevném médiu.

4. Poté byly peatkovany do tekutého média (1 % inokulace)

5. Po kultivaci byla provedena lyze ek a izolace bakterialni DNA

6. U burgk narostlych vtekuté kulte byla provedena kontroldistoty bakterialni

9.4.2

kultury.

Kontrola ¢istoty bakterialni kultury

Cista kultura musi obsahovat pouze jeden druh kbloni

1.

9.4.3

Kontrola byla provedena vysevemiigovym roz€rem) bakterialni kultury narostlé
v tekutém zZivném médiu na misku s pevhym MRS agarem

Kultivace byla provedenai@s noc (cca 2 dny) v termostatti geplot 37°C

Po kultivaci byla provedena kontrola vzhledu (vefk zbarveni, morfologie)

jednotlivych kolonii.

Lyze bakterialnich bunék
1 ml burg¢né kultury v 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkach setrfigoval fi
15 000 ot/min po dobu 5 minut

2. Supernatant byl opatérslit, sediment byl ponechan detokapat.

Sediment byl resuspendovan v 1 ml Bzio pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5mM
EDTA, pH 8,0) — nejtive bylo gidano 100 ul pufru, a po promichani bylbdano

zbylych 900 ul a suspenze bylasébpromichana.

4. Suspenze hyla centrifugovana p5 000 ot/min po dobu 5 minut.
5. K sedimentu bylo fidano 500 ul lyzéniho pufru 1l (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM

EDTA, pH 8,0; 3 mg/ml lysozymu). Sediment byl delmesuspendovan.
Vzorky byly inkubovany 1 hodinuiplaboratorni tepldt za olasného promichani.

7. Ksuspenzi bylo fidano 12,5 ul 20 % SDS a 5 ul proteinasy K (100mig/

a suspenze byla promichana.
Vzorky byly za oldasného promichani inkubovanyi p5°C do projaséni roztoku
(asi 3 hodiny).
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9.

Poté bylo pidano 10 pl RNasy A (100 pg/ml) a &nbyla po promichani inkubovana
pii 37°C, 30 minut.

10.Z takto gipraveného hrubého lyzatu biknbyla izolovdna DNA. Hruby lyzat bk

9.4.4

byl uchovavan f -20°C.

Izolace bakterialni DNA z hrubého lyzatu burék fenolovou extrakci

K 500 ul lyzatu busk byl pridan stejny objem fenolu {edestilovany, pH upraveno
na hodnotu 7,8). S¥és byla kyvavym pohybem opatrpromichavana 4 minuty.

Smes byla centrifugovanaipl5 000 ot/min po dobu 5 minut.

Pomoci Spiky s ustizenym hrotem byla odebrana vodni faze s DNA d@sté
Eppendorfovy zkumavky.

Vodni faze s DNA byla doptma TE pufrem na objem 500 ul a byldano 700 ul
smesi chloroform-isoamylalkohol (24:1). Sw byla opatréy promichavana kyvavym
pohybem po dobu 4 minut.

Smes byla centrifugovanaipl5 000 ot/min po dobu 5 minut.

6. Horni vodni faze s DNA byla odebranadsté Eppendorfovy zkumavky

9.5 Spektrofotometrické stanovenicistoty a koncentrace DNA

1.
2.

Spektrometr byl vynulovan na TE pufr

Byla zmefena absorbance vSech vabrRNA pii vinovych délkach 230, 260, 280
a 320 nm; byla odgena koncentrace DNA [ng/ul] a pémg vinovych délek
260 nm /280 nm.

9.6 Polymerasovaretézova reakce

Pokud se sloZeni re&ki sntsi nelisi, je vhodné fipravit tzv. master mix smichanim

jednotlivych komponent vynasobenychc¢pam vzorki. SloZzeni PCR siisi pro jeden vzorek

je uvedeno v Tabulce 3. Pro &eni cistoty vSech komponent je nutnéradit do rekce

negativni kontrolu. Jeji sloZeni je totoZzné seesdth PCR sisi, pouze misto DNA matrice

se rida sterilni PCR voda.
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Tabulka 3: S@s pro PCR

PCR komponenta MnoZstvi [ul]
Voda pro PCR 19,0
10 x reakni pufr kompletni 2,5
DTP [10 mM] 0,5
Primer 1 [10 pmol/ul] 0,5
Primer 1 [10 pmol/ul] 0,5
TagDNA polymerasa [1 U/ul] 1,0
DNA matrice [10 ng/ul] 1,0

1. Bylo pripraveno patbné mnozstvi master mixu a do 0,2 ml mikrozkumavek
bylo napipetovano 24 ul této gai.

2. Do mikrozkumavek byl f)dan 1 pl DNA matrice.

3. Smes byla dikladn® promichana a mikrozkumavky byly ungisy do termocykleru.

4. K reakci byly pouzity pedem nastavené programy. (Parametry jednotlivyorami

a pouzité primery jsou uvedeny v nasledujici kdpjto

9.7 Programy pro PCR
Prvnimu kroku pedchazelo u vSech programzaliati na teplotu 94 °C po dobu 5 minut

a po poslednim kroku dosyntetizovani produRCR i 72 °C po dobu 10 minut.

9.7.1 Rodow specifickd PCR proBifidobacterium
Specifické primery (velikost amplikonu 914 bp) [72]
Pbi F1 CCG GAA TAG CTC
Pbi R2 GAC VAT GCACCACCTGTG A
Program pro amplifikaci DNABIFI 30
Patet cyki: 30

1. Denaturace 94 °C / 60 sekund
2. Hybridizace 50 °C / 60 sekund
3. Syntéza DNAfetézce 72 °C /120 sekund

9.7.2 Rodow specifickd PCR proLactobacillus

Specifické primery (velikost amplikonu asi 250 Hp3]:
LbLMA 1-rev CTC AAA ACT AAA CAAAGT TTC
R16-1 CTT GTACAC ACC GCC CGTCA
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Program pro amplifikaci DNALBC ROD
Patet cykli: 30

1. Denaturace 94 °C / 60 sekund
2. Hybridizace 55 °C / 60 sekund
3. Syntéza DNAretzce 72 °C/ 60 sekund

9.7.3 Druhové specificka PCR proBifidobacterium animalis
Specifické primery (velikost amplikonu 925 bp) [72]
Pbi F1 GCA CCA CCT GTG AAC CG
Ban F2 AAC CTG CCC TGT
Program pro amplifikaci DNAB.ANIM
Patet cykli: 30

1. Denaturace 94 °C / 60 sekund
2. Hybridizace 55 °C / 60 sekund
3. Syntéza DNAretzce 72 °C/ 60 sekund

9.7.4 Druhové specificka PCR proBifidobacterium bifidum
Specifické primery (velikost amplikonu 278 bp) [74]
BiBIF-1 CCACAT GATCGCATGTGATT
BiBIF-2 CCG AAG GCT TGC TCC CAA
Program pro amplifikaci DNAMATSUKI
Patet cykii: 35

1. Denaturace 94 °C / 20 sekund
2. Hybridizace 55 °C /20 sekund
3. Syntéza DNAretzce 72 °C/ 30 sekund

9.7.5 Druhové specificka PCR proBifidobacterium breve

Specifické primery (velikost amplikonu 288 bp) [74]
BiBRE-1 CCG GAT GCT CCATCACA
BiBRE-2 ACA AAG TGC CTT GCT CCC

Program pro amplifikaci DNAMATSUKI viz kapitola 9.7.4.

9.7.6 Druhové specificka PCR proBifidobacterium longum ssp infantis
Specifické primery (velikost amplikonu 828 bp) [74]

BiINF-1 TTC CAGTTGATCGCATGG T

BiINF-2 GGA AAC CCC ATC TCT GGG AT
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Program pro amplifikaci DNAMATSUKI viz kapitola 9.7.4.

9.7.7

Druhové specificka PCR proBifidobacterium longum ssp longum

Specifické primery (velikost amplikonu 831 bp) [74]

BiLON-1 TTC CAGTTGATC GCATGG TC
BiLON-2 CGA AGG CTT GCT CCC AG

Program pro amplifikaci DNAMATSUKI viz kapitola 9.7.4.

9.7.8

Druhové specificka PCR proStreptococcus thermophilus

Specifické primery (velikost amplikorags bp) [75]:

S.therm-1 CAC TAT GCT CAG AAT ACA
S.therm-2 CGAACAGCATTGATGTTA

Program pro amplifikaci DNASTRT
Patet cykii: 35

1.
2.
3.

Denaturace 95 °C/ 60 sekund
Hybridizace 58 °C / 60 sekund
Syntéza DNArettzce 72 °C/ 60 sekund

9.8 Agarosova gelova elektroforéza produki PCR

Agarosovéa gelova elektroforéza byla pouzita k detegniklych produki PCR. Byl pouZzit
gel o hustat 1,8 %

9.8.1

1.

Priprava gelu
Agarosa byla smichdna s TBE pufrem vpgam 1,8 g agarosy na 100 ml

0,5x koncentovaného TBE pufru.

2. Snxs byla rozvéena v mikrovinné troubza vzniku homogenni sisi.

3. Smes se nechala vychladnout na teplotu asi 60°C

4. Smes byla nalita do elektroforetické va&ky s hebinkem, ktera byla umésta

ve vodorovné poloze.

Gel se ponechal 30 — 60 minut tuhnout.

6. Pred nanaSenim vzorku na gel bythinek z vardsky opatrré vyjmut.

9.8.2

Nanaseni produkii PCR na gel

Do mikrozkumavky s PCR produktem (25 pl) byltidano 5 pl nanaSeciho pufru
(6% koncentrovaného).

Cela sn¢s (30 ul) byla nanesena do kixky gelu.
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3. Na gel byl nanesen DNA standard (5 pl) 100 bgiZek (100 — 1500 bp).

9.8.3

3.

Gel byl vloZzen do elektroforetické vany deprstven 0,5 x koncentrovanym TBE
pufrem (do vysky 3 — 5 mm nad gel) tak, aby mohldADmigrovat od katody

k anod.

Prabéh elektroforézy
Elektroforéza byla spudita zapnutim zdroje s n&pm 80 V.
Separace byla uk¢ana po migraci nanaseciho pufru do 2/3 délky agagis gelu

(asi 2 hodiny).

Detegce produkti PCR

Po skoweni elektroforézy byl gel barven v lazni s ethidbromidem (0,5 pg / ml)
minimalné 30 minut.

Obarveny gel byl oplachnut vodou a prohlizen pahgiuminatorem v UV st¥le
0 vinové délce 305 nm.

Obarveny gel byl zdokumentovan fotograficky.
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10 VYSLEDKY

Bylo analyzovano 5 vzotkmlé&nych vyrobki urcenych pro dtskou vyZzivu (Tabulka 1).

10.1.1 Priprava hrubych lyzata bunék z kultur kontrolnich bakterialnich kmen 1
Dle kapitoly 9.4.1 a 9.4.2 bylydstych bakterialnich kultur (kapitola 9.2.2)graveny hrubé

lyzaty burek. Dale z nich byla izolovana DNA pomoci fenolowdrakce.

10.2 Izolace DNA z hrubych lyzati bunék bakterialnich kultur kontrolnich

kmend metodou fenolové extrakce

Seznam kontrolnich sbirkovych kmigje uveden v kapitole 9.2.2.

Pomoci fenolové extrakce byla z hrubych Iyizdiurgk izolovana DNA. Kvalita této
izolované DNA byla o¥tena spektrofotometricky (Tabulce 4).
Tabulka 4: Spektrofotometrické stanovéisfoty a koncentrace DNA sbirkovych kien

A A A A A
c 230 | 260 | 280 | 320 | 260 nm/
Bakterialni kmen: [ng/ul]| nm | nm nm nm | 280 nm

Bifidobacterium animalis CCM 4988 | 56,50|0,007| 0,089| 0,038|-0,015| 2,132
Bifidobacterium bifidum CCM 3762 | 93,000,015} 0,171 0,072|-0,015] 2,138
Bifidobacterium breve CCM 3763 | 91,000,013 0,164| 0,069|-0,018| 2,092
Bifidobacterium infantis CCM 17930 63,50(-0,00% 0,113 0,047|-0,014| 2,082
Bifidobacterium longum CCM 4990 | 210,000,138 0,409| 0,188|-0,011| 2,111
Lactobacillus acidophilus CCM 48335107,00 0,032( 0,191 0,076|-0,022| 2,173
Streptococcus thermophilusCCM 4757 | 134,500,003| 0,143| 0,092 -0,053| 2,003

* DNA byla izolovana v koncentraci 56,50 az 210,00Quhg

10.3 Piiprava mléénych vyrobki pro izolaci DNA
Z analyzovanych 5 vyrolikbyly izolovany a promyty hiky dle kapitoly 9.3.1.

10.4 P¥iprava hrubych lyzatia bunék z 5 ml&nych vyrobkia
Dle kapitoly 9.3.1 a 9.3.2 byly z 5 realnych vzortkapitola 9.2.1) ppraveny hrubé lyzaty
burgk. Déle z nich byla izolovana DNA pomoci magnetlokdoste.
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10.5 Izolace DNA z hrubych lyzafi bunék z 5 ml&nych vyrobkia magnetickym

nosikkem

Dle kapitoly 9.3.3 byla izolovana DNA pomoci magdoe¢ho nosie. Koncentrace DNA

byla stanovena spektrofotometricky (postup viz t@pi9.5)

DNA byla

izolovana

z jednotlivych

vyrolik v

5 opakovanich.

Vysledky

spektrofotometrického stanoveni DNA udava nasledth)i5 tabulek (Tabulka 5, 6, 7, 8, 9)

Tabulka 5: Spektrofotometrické stanoveni koncestaNA z Nestlé BEBA pro 2

1 2 3 4 5
c [ng/pl] 40,20 | 30,30 | 32,00 34,50 32,3p
A 230 nm 0,836 | 0,733| 0,613 0,657 0,84p
A 260 nm 0,275 0,187 0,226 0,247 0,20[L
A 280 nm 0,293 0,215 0,226 0,280 0,24p
A 320 nm 0,114 | 0,066| 0,098 0,109 0,07p
A 260 nm/ A 280 nm 0,899 0,812 1,000 0,979 0,768
0 Ze vzorku Nestlé BEBA pro 2 byla izolovana DNA wkentraci

32,00 az 40,20 ng/pl.

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 25,80 | 30,50 | 22,000 2850 30,5
A 230 nm 0,340 | 0,313| 0,293 0,340 0,37
A 260 nm 0,167 | 0,240| 0,142 0,197 0,20
A 280 nm 0,150 | 0,179| 0,128/ 0,166 0,18
A 320 nm 0,064 | 0,118| 0,054/ 0,083 0,08
Assonm! Azgorm | 1,198 | 1,544 1,189 1,373 1,28

Tabulka 6: Spektrofotometrické stanoveni koncept2HA z Nestlé BEBA pro 2 good night

0 Ze vzorku Nestlé BEBA pro 2 good night byla izoloedDNA v koncentraci
25,80 az 30,50 ng/pl.
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Tabulka 7: Spektrofotometrické stanoveni koncept2WA z Nestlé BEBA pro 1

1 2 3 4 5

¢ [ng/ul] 7,00 5,75 6,00 | 12,30  14,5(

c [ng/pl] 0,125 | 0,107| 0,128 0,160 0,098

A 230 nm 0,034 0,027 0,028 0,032 0,02p

A 260 nm 0,037 0,034 0,036 0,035 0,04p

A 280 nm 0,006 | 0,004| 0,004, 0,006 0,00p

A 320 nm 0,903 0,767 0,750 0,832 0,798

0 Ze vzorku Nestlé BEBA pro 1 byla izolovana DNA wkentraci

5,75 az 14,50 ng/pl.

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanoveni koncepti2WA z Hero Baby Lactum 2

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni koncept2A z Babio Biomlého 2 s probiotiky

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 2150 | 51,00 37,000 50,30 51,0p
A 230 nm 0,495 | 1,147 | 0,856] 1,067 1,091
A 260 nm 0,135 | 0,305| 0,227 0,313 0,30p
A 280 nm 0,142 | 0,326| 0,245 0,340 0,31p
A 320 nm 0,049 | 0,101| 0,079 0,112 0,098
A ssorm/ Azgorm | 0,925 | 0,907 | 0,892 0,882 0,928

0 Ze vzorku Hero Baby Lactum 2 byla izolovana DNA onkentraci

21,50 az 51,00 ng/ul.

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 11,80 | 16,001 950| 13,54 10,5p
A 230 mm 0,319 | 0,394| 0,213 0,254 0,23p
A 260 nm 0,060 | 0,081| 0,054 0071 0,054
A 280 nm 0,077 | 0,096| 0,058 0,071 0,05b
A 320 nm 0,013 | 0,017| 0,016 0,017 0,01p
A 2sorm/ Azgorm | 0,734 | 0,810| 0,905 1,000 0,97

o0 Ze vzorku Babio Biomléko 2 s probiotiky byla izobma DNA v koncentraci

9,50 az 16,00 ng/pl.

Ze vSech vyrobk byla izolovana DNA v dostateém mnoZzstvi pro PCR



10.6 Priprava DNA pro PCR a provadni PCR

Jednotlivé vzorky DNA byly n@dny na koncentraci 10 ng / pl. Na koncentraci 10 pg
byla naedéna i DNA izolovana z kontrolnich sbirkovych kniemetodou fenolové extrakce
(pozitivni kontrola).

Smesi pro PCR byly fipraveny do 0,2 ml mikrozkumavek dle kapitoly 9.6

Mikrozkumavky s pipravenymi smismi pro PCR byly vioZzeny do termocykleru

a dle pouzitych primérbyl zvolen program pro amplifikaci (viz kapitolas9.

10.7 Identifikace bakterii pomoci PCR

Byly provedeny PCR (celkem &zanych PCR reakci) dle kapitoly 9.7 a byly deteggvan
produkty PCR dle kapitoly 9.8. Amplifikovdno byldd Ing DNA / PCR srs izolované
zZ jednotlivych vyrobk.
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10.7.1 Prukaz bakterii rodu Lactobacillus
Agarosova gelova elektroforéza produldCR specifickych pro rodactobacillusje uvedena
na Obr. 9. Specifické produkty PCR byly o velikd&D bp.

Obr. 9: Agarosova gelova elektroforéza produRCR specifickych pro rod Lactobacillus

1 2 34 5 6 7 8
bp
1500
1000
500
«—250
100
Cislo béhu | DNA Produkt PCR
1 Nestlé BEBA pro 2 -
2 Nestlé BEBA pro 2 good night -
3 Nestlé BEBA pro 1 -
4 Hero Baby Lactum 2 -
5 Babio Biomléko 2 s probiotiky -
6 Standard Standard
7 Negativni kontrola -
8 Pozitivni kontrola [10 ngd] LactobacillusCCM 48335 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
* Produkty PCR specifické pro rotlactobacillus nebyly detegovany, s vyjimkou

kontroly
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10.7.2 Prikaz bakterii rodu Bifidobacterium

Agarosova gelova elektroforéza produkPCR specifickych pro rodifidobacterium je
uvedena na Obr. 10. Specifické produkty PCR bygldkosti 914 bp.

Obr. 10: Agarosova gelova elektroforéza produRCR specifickych pro rod Bifidobacterium
8

1 2 3 4 5 6

bp

1500

914

500

100

Cislo bshu | DNA Produkt PCR
1 Nestlé BEBA pro 2 +

2 Nestlé BEBA pro 2 good night ++

3 Nestlé BEBA pro 1 ++

4 Hero Baby Lactum 2 ++

5 Babio Biomléko 2 s probiotiky +

6 Standard Standard
7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola [10 ngd] B. animalisCCM 4988 +

+...produkt PCR detegovan

-...produkt PCR nebyl detegovan

e Produkty PCR specifické pro ragifidobacetriumbyly detegovany po amplifikaci

DNA izolované ze vSech vyrobk
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10.7.3 Prikaz bakterii druhu Bifidobacterium animalis

Agarosova gelova elektroforéza produkPCR specifickych pro drulBifidobacterium

animalisje uvedena na Obr. 11. Specifické produkty PCR byelikosti 925 bp.

Obr. 11: Agarosova gelova elektroforéza produRCR specifickych pro druh

Bifidobacterium animalis
1 2 3 4 5 6 7 8

bp
1500
—925
500
100

Cislo béhu | DNA Produkt PCR

1 Nestlé BEBA pro 2 -

2 Nestlé BEBA pro 2 good night ++

3 Nestlé BEBA pro 1 +

4 Hero Baby Lactum 2 -

5 Babio Biomléko 2 s probiotiky +

6 Standard Standard

7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola [10 ngd] B. animalisCCM 4988 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro druBifidobacetrium animalisbyly detegovany po
amplifikaci DNA v kehu 2, 3 a 5 (izolované z Nestlé BEBA pro 2 goodhhidNestlé
BEBA pro 1 a Babio Biomléko 2 s probiotiky). Po difikaci DNA z vyrobkia Nestlé
BEBA pro 2 a Hero Baby Lactum 2 produkty PCR det@gy nebyly.
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10.7.4 Priakaz bakterii druhu Bifidobacterium bifidum
Agarosova gelova elektroforéza produRtCR specifickych pro druBifidobacterium bifidum
je uvedena na Obr. 12. Specifické produkty PCR bylglikosti 278 bp.

Obr. 12: Agarosova gelova elektroforéza produRCR specifickych pro druh
Bifidobacterium bifidum
1 23 4 5 6 7 8

bp

1500
1000
500

—278

100

islo béhu | DNA Produkt PCR

Nestlé BEBA pro 2 -

Nestlé BEBA pro 2 good night -

Nestlé BEBA pro 1 +

Hero Baby Lactum 2 -

Babio Biomléko 2 s probiotiky -

Standard Standard

Negativni kontrola -

Pozitivni kontrola [10 ngd] B. bifidumCCM 3762 +

+...produkt PCR detegovan

-...produkt PCR nebyl detegovan
Produkty PCR specifické pro druBifidobacetrium bifidumbyly detegovany po
amplifikaci DNA v kthu 3 izolované z Nestlé BEBA pro 1. Po amplifikd@xNA
z vyrobki Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good nigherbl Baby Lactum 2 a
Babio Biomléko 2 s probiotiky produkty PCR detegoyaebyly.
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10.7.5 Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium breve
Agarosova gelova elektroforéza produlRCR specifickych pro druBifidobacterium breve
je uvedena na Obr. 13. Specifické produkty PCR byglikosti 288 bp.

Obr. 13: Agarosova gelova elektroforéza produRCR specifickych pro druh

Bifidobacterium breve
1 2 3 4 5 6 78

1500
1000
500
—288

Cislo béhu | DNA Produkt PCR

1 Nestlé BEBA pro 2 -

2 Nestlé BEBA pro 2 good night -

3 Nestlé BEBA pro 1 -

4 Hero Baby Lactum 2 -

5 Babio Biomléko 2 s probiotiky +

6 Standard Standard

7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola [10 ngd] B. breveCCM 3763 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
* Produkty PCR specifické pro druBifidobacetrium brevebyly detegovany po
amplifikaci DNA v kghu ¢. 5 (izolované z vyrohk Babio Biomléko 2 s probiotiky).
Po amplifikaci DNA z vyroblk Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night,
Nestlé BEBA pro 1 a Hero Baby Lactum 2 produkty PdaRegovany nebyly.
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10.7.6 Priakaz bakterii druhu Bifidobacterium longum ssp.infantis

Agarosova gelova elektroforéza produlRCR specifickych pro druBifidobacterium longum
ssp.infantisje uvedena na Obr. 14. Specifické produkty PCR byglikosti 828 bp.

Obr. 14: Agarosova gelova elektroforéza PCR prodskiecifickych pro kmen

Bifidobacterium longumssp.infantis
1 2 3 4 5 6 7 8

Negativni kontrola -

bp
1500
1000
—828
500
100

Cislo béhu | DNA Produkt PCR

1 Nestlé BEBA pro 2 -

2 Nestlé BEBA pro 2 good night -

3 Nestlé BEBA pro 1 +

4 Hero Baby Lactum 2 -

5 Babio Biomléko 2 s probiotiky +

6 Standard Standard

4

8

Pozitivni kontrola [10 ngd] B. infantisCCM 17930 +

+...produkt PCR detegovan

-...produkt PCR nebyl detegovan
Produkty PCR specifické pro druBifidobacetrium longumssp. infantis byly
detegovany po amplifikaci DNA wehu ¢. 3 a 5 (izolované z vyrolikNestlé BEBA
pro 1 a Babio Biomléko 2 s probiotiky). Po ampl#di DNA z vyrobki Nestlé BEBA
pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night a Hero Baby tuat 2 produkty PCR
detegovany nebyly.
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10.7.7 Priakaz bakterii druhu Bifidobacterium longum ssp.longum
Agarosova gelova elektroforéza produlRCR specifickych pro druBifidobacterium longum
je uvedena na Obr. 15. Specifické produkty PCR byglikosti 831 bp.

Obr. 15: Agarosova gelova elektroforéza PCR progéskiecifickych pro druh

Bifidobacterium longumssp.longum

1 2 3 4 5 6 7 8

bp
1500
1000
—831
500
100

Cislo béhu | DNA Produkt PCR

1 Nestlé BEBA pro 2 -

2 Nestlé BEBA pro 2 good night -

3 Nestlé BEBA pro 1 -

4 Hero Baby Lactum 2 +

5 Babio Biomléko 2 s probiotiky -

6 Standard Standard

7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola [10 ngd] B. longumCCM 4990 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
* Produkty PCR specifické pro druBifidobacetrium longumssp. longum byly
detegovany po amplifikaci DNA weéhu ¢. 4 (izolované z vyrobku Hero Baby Lactum
2). Po amplifikaci DNA z vyrobk Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good
night, Nestlé BEBA pro 1 a Babio Biomléko 2 s puaitkdy produkty PCR detegovany
nebyly.
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10.7.8 Prukaz bakterii druhu Streptococcus thermophilus
Agarosova gelova elektroforéza produkPCR specifickych pro drubStreptococcus
thermophyluge uvedena na Obr. 14. Specifické produkty byletkosti 968 bp.

Obr. 16: Agarosova gelova elektroforéza produRCR specifickych pro druh Streptococcus

thermophylus
1 2 3 4 5 6 7 8
Bp
1500
—968
500
100
Cislo béhu | DNA Produkt PCR
1 Nestlé BEBA pro 2 +
2 Nestlé BEBA pro 2 good night +
3 Nestlé BEBA pro 1 +
4 Hero Baby Lactum 2 -
5 Babio Biomléko 2 s probiotiky -
6 Standard Standard
7 Negativni kontrola -
8 Pozitivni kontrola [10 ngd] S. thermophilu€CM 4757 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
» Produkty PCR specifické pro drubtreptococcus thermophilusyly detegovany po
amplifikaci DNA v kEhu ¢. 1, 2 a 3 (izolované z vyrobkNestlé BEBA pro 2, Nestlé
BEBA pro 2 good night a Nestlé BEBA pro 1). Po aifikeici DNA z vyrobki Hero
Baby Lactum 2 a Babio Biomléko 2 s probiotiky pretyuPCR detegovany nebyly.
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10.8 Shrnuti vysledka prikazu bakterii ve vyrobcich pomoci PCR
Shrnuti vysledik PCR v analyzovanych niléych vyrobcich pro éskou vyZivu je uvedeno v
Tabulce 10.

Tabulka 10: Shrnuti vyslediPCR

S
0 =)
= o)
5 s
Q 0
@® _g S g
€ |8 |5 |E 2 |e |8 zZ
&8 |£ | |8 |¢ |5 |3 |8 §
S |a [£E |2 s |8 |2 g
e e 8 o 8 £ o @' 5
Vzorek f | |d |8 |0 |d |&d |8 S
1. Nestlé BEBA pro 2 - + + - - - - +
2. Nestlée BEBA pro 2 good - + + - - - - +
night
3. Nestlé BEBA pro 1 - + + - - + - +
4. Hero Baby Lactum 2 - + - + - - + -
5. Babio Biomléko 2S § - + + - + + - -
probiotikem

Ve vSech vyrobcich byla prokazana DNA rdgifidobacterium

* RodLactobacillusnebyl detegovan ani v jednom vyrobku.

* Ve vSech ftech vyrobcich od firmy Nestlé byla detegovana DB#idobacterium
animalisa Streptococcus thermophilus.

* V Nestlé BEBA pro 1 bylo detegovano vedle DNA druBifidobacterium animalis
i DNA Bifidobacterium longunsspinfantis.

e V Hero Baby Lactum 2 byla detegovana DNA dvou druBifidobacterium
a toBifidobacterium bifidunaBifidobacterium longunssp.longum.

* V Babio Biomléko 2S s probiotikem byly detegovanyrdhy roduBifidobacterium

a to Bifidobacterium animalisBifidobacterium breve Bifidobacterium longunssp

infantis.
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10.9 Srovnani vysledki PCR s udaji deklarovanymi vyrobcem
Jednotlivi vyrobci udavali rdmcové sloZeni prolkdotie vyrobcich (s vyjimkou jednoho

vyrobce). Srovnani vysledke uvedno v Tabulce 11.

Tabulka 11: Srovnani vysleflk

Vyrobek Co udava vyrobce Vlastni vysledek

Nestlé beba pro 2 Termofilni bakterie Streptococcus thermophilu

1°2)

Bifidogenni bakterie | Bifidobacterium animalis

Nestlé BEBA pro 2 good Termofilni bakterie | Streptococcus thermophilu

UJ

night Bifidogenni bakterie | Bifidobacterium animalis

Nestlé BEBA pro 1 Neudava Streptococcus thermophilu

1°2)

Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium longum

ssp.infantis

Hero Baby Lactum 2 Probiotika Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium longum

ssp.longum
Babio Biomléko 2 s| Bifidobakterie Bifidobacterium animalis
probiotikem Bifidobacterium breve

Bifidobacterium longum

ssp.infantis

* Vysledky PCR jsou v souladu s Udaji deklarovanygriobcem (s vyjimkou jednoho
vyrobku, u rhoz nebyly uvedeny). Probiotické bakterie byly mavddaazeny
do druhi.
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11 DISKUZE

Doplreék stravy neni léivo, I&ivy piipravek ani léiva latka. Definice dopku stravy
je uvedena v zak@no potravinach. Jde o potraviny, jejichZelem je dopiovat kEZznou
stravu. Maji vysoky obsah vitamiinminerati nebo jinych latek s nutmim ¢i fyziologickym
Ucinkem [76]. Jako dopkk stravy se mohou vyuZzivat i probiotika. Probioéckakterie
se mohou navictavat i do nejizréjSich potravinovych vyrohk

Tato diplomova prace byla z&hena na pikaz probiotickych bakterii u 5 vyrobk
probiotické mléné vyZivy pro dti.

Cilem byla identifikace druhprobiotickych a termofilnich druhbakterii (Rod_actobacillus
Bifidobacteriuma drutii Bifidobacterium animalisBifidobacterium bifidumBifidobacterium
breve Bifidobacterium longumssp. infantis Bifidobacterium longum ssp. longum

a Streptococcus thermophildis Vybrano bylo pt volné prodejnych mi&nych vyrobki pro
déti. Bakterie byly identifikovany v fipravcich Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good
night, Nestlé BEBA pro 1, Hero Baby lacrum 2, BakBiomléko 2 s probiotikum.
Pro analyzu byla vyuzita nekultistai molekulard — biologickd metoda DNA amplifikace
(PCR).

Jak je uvedeno vySe, v s@msné dob se pro rychlou identifikaci mikroorganisimstale
ve WtSi mie vyuZivaji molekulard biologické postupy, zejména polymerasaedzova
reakce. Realné vzorky potravin a hrubé lyzatydum nich obsazené vSalasto obsahuji
inhibitory PCR, které jsouifZinou faleS® negativnich vysledknebo snizuji citlivost PCR.
Proto je teba ¥novat pozornost izolaci a purifikaci DNA. Nejviceyzivanou metodou
izolace DNA je fenolova extrakce. Uvedeny postuwdeak pracny a zdlouhavy. Proto jsou
hledany alternativhi metody izolace bakterialni DNR izolaci DNA z burk bakterii
mléného kvaseni ifitomnych ve vyrobcich se asWila metoda vyuzivajici nespecifické
adsorpce DNA na magnetické nisiv prostedi vysoké koncentrace PEG 6000 a chloridu
sodného [77]. Tento postup izolace DNA byl zvolenpro tuto diplomovou praci.

Takto izolovana DNA byla amplifikovatelna v PCR.

11.1 Rodowé specifické PCR pro rodLactobacillus a Bifidobacterium

V PCR pro rod_actobacillusbyl detegovan specificky produkt PCR o velikostd2ip pouze
u pozitivni kontroly, u vSechgt testovanych vzork (Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA
pro 2 good night, Nestlé BEBA pro 1, Hero Baby lsur2, Babio Biomléko 2 s probiotikem)

detegovan nebyl. Nebyla tim prokazar@gmnost bakterii rodiLactosacillusv testovanych
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vyrobcich. Zadny vyrobce bakterie rodu Lactobasilite vyrobcich nedeklaroval, tj. tedy
nevyuZil bakterie roduactobacillusjako giidavek probiotickych bakterii.

V PCR pro rodBifidobacteriumbyl detegovan specificky produkt PCR 914 bp u v3aith
testovanych testovanych vzdrkNestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good nighgstlé
BEBA pro 1, Hero Baby lacrum 2, Babio Biomléko @rebiotikem).

Byla tim potvrzena ifitomnost bakterii roduBifidobacterium ve vSech testovanych
preparatech. Ve vyrobcich Nestlé BEBA pro 2, NesBEBA pro 2 good night
a Babio Biomléko 2 s probiotikum vyrobcé&mo uvadi, Ze obsahuji bifidobakterie.

Ve vyrobku Hero Baby lacrum 2 vyrobce uvadi, Zeolgk obsahuje probiotika. Vzhledem
ktomu, Ze bakterie roduBifidobacterium jsou povazovany za probiotické, je toto
konstatovani ve shéds Udaji deklarovanymi na vyrobku. Pouze u vyroblastlé BEBA pro

1 vyrobce neuvadiffiomnost probiotik na obalu, byly tam vSak detegwyvaastupci rodu
Bifidobacterium Dle nové legislativy bude nezbytné uvhdesSkeré udaje. Pouzivani vice
druhi probiotickych bakterii ve vyrobcich se vyuZiva twodu rtiznych probiotickych
vlastnosti, kterym se neodliSuji pouze druhy, géelhotlivé kmeny jednoho druhu [79].

11.2 Druhové specifické PCR

Bylo provedeno 5 druh@wspecifickych PCR pro druhgifidobacterium animalis, B. bifidum,
B. breve, B. longurasp.infantis, B. longunssp. longum.Z literatury je znamo, Ze tyt druhy
secéasto vyuZivaji jako probiotické [20].

Razné druhy byly ve vyrobcich prokazany. Ve 2 vyrebcbyl prokdzan 1 druh, ve dvou
vyrobcich 2 druhy a v 1 vyrobku 3 druhy. Vysledkgy shrnuty v Tabulce 13.

Srovnani dosazenych vysladk Gdaji deklarovanymi vyrobci (Tabulka 11), ukaziég tato

prace umoznila identifikovat jednotlivé druhy Bididacterium.

11.3 Druhové specificka PCR proStreptococcus thermophilus

PCR pro drulStreptococcus thermophillryl detegovan specificky PCR produkt 968 bp u 2.
a 3. vzorku (Nestlé BEBA pro 2 good night, NestEeBE3\ pro 1).

Byla tim potvrzena iitomnost bakteriStreptococcus thermophilyg vzorcich Nestlé BEBA

pro 2 good night, Nestlé BEBA pro 1, u nichz vyrehmlava fitomnost termofilnich bakterii.

11.4 Shrnuti rodové a druhové identifikace probiotik vevyrobcich

Shrnuti rodové a druhoveé identifikace probiotickyekterii ve vyrobcich je nasleduijici:
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Vyrobek ¢. 1 Nestlé BEBA pro 2
Ve vzorku Nestlé BEBA pro 2 vyrobce udava termafanbifidogenni bakterie. Ve vyrobku
byl prokazan rodifidobacterium druhBifidobacterium animalisByla prokazanaiftomnost

termofilnich bakteriStreptococcus thermophilus

Vyrobek ¢. 2 Nestlé BEBA pro 2 good night
Ve vzorku Nestlé BEBA pro 2 good night vyrobce udlasteji jako u vzorkuc. 1 — Nestlé
BEBA pro 2, termofilni a bifidogenni bakterie. Uhtito vyrobku byla prokazanaifpmnost
bakterii rodu Bifidobacterium druhu Bifidobacterium animalisa dale Streptococcus

thermophilus

Vyrobek ¢. 3 Nestlé BEBA pro 1
Ve vyrobku Nestlé BEBA pro 1 vyrobce neudava baéter slozeni. Ve vzorku byl prokazan
vyskyt bakterii roduBifidobacterium a drutii Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium

longumssp.infantisa Streptococcus thermophilus.

Vyrobek ¢. 4 Hero Baby lactum 2
Ve vyrobku Hero Baby lacrum 2 vyrobce udava, Zeabbge probiotika. Z probiotickych
bakterii byly stanoveny rodyBifidobacterium a druhy Bifidobacterium bifidum

aBifidobacterium longumssp.longum.

Vyrobek ¢. 5 Babio Biomléko 2 s probiotikem
Ve vyrobku Babio Biomléko 2 s probiotikem vyrobcdaua, Ze obsahuje bifidobakterie.
Vtomto vyrobku byly potvrzeny bakterie rod8ifidobacterium a stanoveny druhy
Bifidobacterium animalisBifidobacterium breveBifidobacterium longunssp.infantis

V diplomové praci bylo wovano pouze 5 druhbifidobakterii, je mozné Ze vyrobce
vyuZil i jiného druhu, nez bylo sledovano.

PCR je metoda vhodna préldiz obsahu probiotik ve vyrobcichéanych pro v urélou
mlénou vyZivu pro dti. Je pomdrné rychld a snadna. Vyrobce na obalu deklaroval
piitomnost bakterii, které jsme pomoci PCR prokazdévyhodou je, Ze jsme nezjistili,
zda tyto bakterie byly opravdu Zivé. To séza zjistit bul’ kultivaéné, nebo pomoci metody
EMA — PCR.
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12 ZAVER

Byla provedena analyzatritpmnosti probiotickych druh bakterii (roduLactobacillus
a Bifidobacterium p&ti vybranych drufi Bifidobacterium a bakterie Streptococcus
thermophilu3 v p&ti mlécnych vyrobcich ufenych pro dtskou vyZivu.

Ani v jednom z vyrobl nebyla prokdzana ffpomnost bakterii roduLactobacillus
Ve vSech vyrobcich byly prokadzany bakterie rofifidobacterium které byly z#azeny
do 5 ffiznych druli. Ve dvou vyrobcich byl prokazan druBtreptococcus thermophilus
Lze konstatovat, Ze vysledky jsou v souladu s udajklarovanymi vyrobci. Probiotické
bakterie byly identifikovany ve vSech vyrobcichavit byly zdazeny do druin
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

bp

CCM
MRS
PCR
pH

DNA
PEG

par bazi
Ceska sbirka mikroorganizim
Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium)
polymerazovéettzova reakce
potencial vodiku
deoxyribonukleova kyselina
polyetylen glykol
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