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ABSTRAKT

Price byla zamétena na izolaci DNA v kvalité pro polymerasovou fetézovou reakci (PCR)
a identifikaci probiotickych bakterii mlééného kvaseni z péti mléCnych vyrobka pro détskou
vyzivu. DNA byla zhrubych lyzatd bunék vyrobku izoloviana pomoci magnetickych
mikroc¢astic P(HEMA-co-GMA). Metodou fenolové extrakce byla izolovana DNA z hrubych
lyzath bunék kontrolnich kmend, ktera byla vyuzita jako pozitivni kontrola. Pomoci metod
PCR byly ve vyrobcich identifikovany DNA rodu Bifidobacterium a druht B. animalis,
B. bifidum, B. breve, B. longum ssp. longum B. longum ssp. infantis a druhu Streptococcus

thermophilus. Dosazené vysledky jsou v souladu s udaji deklarovanymi vyrobcem.

ABSTRACT

The work was focused the isolation of PCR-ready DNA and the identification of probiotic
lactic acid bacteria from five milk products for infant nutrition. DNA was isolated from crude
cell-lysates of the products by magnetic PHEMA-co-GMA) microspheres. DNAs isolated from
crude cell lysates of control strains using phenol extraction method were used as positive
controls. Using PCRs, DNA of genera Bifidobacterium and species B. animalis, B. bifidum,
B. breve, B. longum ssp. longum B. longum ssp. infantis and Streptococcus thermophilus
species were identified in products. The results obtained are consistent with the data declared

by the manufacturers.

KLICOVA SLOVA
MIécné vyrobky, Bifidobacterium, izolace DNA, magnetické Castice, polymerasova fetézova

reakce

KEYWORDS

Dairy products, Bifidobacterium, DNA isolation, magnetic microspheres, polymerase chain

reaction



MANTLOVA, J. Izolace DNA v kvalité pro PCR z mléénych vyrobkd pro détskou vyZivu.
Brno, 2013. 66 s. Diplomova price byla provedena na Fakulté chemické Vysokého uceni

technického v Brné&, Ustavu potravindiské chemie a biotechnologie. Vedouci diplomové prace

Doc. RNDr. Alena gpanové, CSc.

PROHLASENI

ProhlaSuji, Ze jsem diplomovou préci vypracovala samostatné a Ze vSechny pouZité literarni
zdroje jsem spravné a upln€ citovala. Diplomovd price je z hlediska obsahu majetkem
Fakulty chemické VUT v Brné€ a muaze byt vyuzita ke komerénim tGcelim jen se souhlasem

vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

Jana Mantlova

PODEKOVANI
Rada bych pod&kovala predevi§im doc. RNDr. Alen& Spanové, CSc. a doc. Ing. Bohuslavu
Rittichovi, CSc. za Cas, cenné rady a odborné vedeni, které mi vénovali pfi zpracovani této

diplomové préce.



5

6

7
8

UVOD .ttt et ettt ete et e st e e sa e e e sse et e e eaeshe e s e seeheees et st eabe s shesh b e s b e be e b b e s b e e e e e beehae et e aeenbens 10
Matetské mIéko a daldi VYZiva KOJENCU ...ccveeieeieeieeeeeee ettt s 11
Naroky na nahradni kojeneckou a d&tSKOU VYZIVU...........ccceiiiiiiiiiiiiniiiniinnic e 13
o1 o) o 1To 1 41 T OO ERPTR 14
4.1 Koncepce probiotickyCh potravin..........ooev i 14
4.2 PoZadavky Na ProbiotiKa .......cceeeeeecieiie i e 15
4.3 UENKY PrODIOLIK c.ucvuevverisriesiseie ettt s s 16
4.4 Stabilita stFevni MIKIOfIOrY ......oeoeee et e 16
4.5 Vyznam bakterii pro imunitni SYStEM.........coceieiiirireiin s 17
Zastupci probiotickyCh DaKterii .. ..ccveeieeieeeeee e 18
5.1 [20eY I Tor £o) Yo Lot || {7 3O OISR 18
5.2 (0o Yo =17 e [o] oo Tot =3 [V ORISR 19
5.2.1 Bifidobacterium 1ongum SSP. iNfANTLIS .........ccocvvvviiiiiiiiiiiiiii 19
5.2.2 Bifidobacterium DifidUum ...........cccooveeiieieiieiiiiieciii e e e 19
5.2.3 BifidOBDACLEIIUM DIEVE ...ttt st e 20
5.2.4 Bifidobacterium QnimaliS............cccceeiceveenienieiie ittt 20
5.2.5 Bifidobacterium 1ongum SSP. IONGUM ............cccooviviiiiiiiiiiiiiiiiieie et 21
5.3 Streptococcus tREIrMOPRIIUS ............c.coceeveeereeeieeeie e s 22
identifikace Probiotickych bakterii s vyuZitim nekultivacnich metod .........c.ccccoovinniininniinninnn. 23
6.1 Polymerasova Fet@ZoVa reakCe.......covivvirrierieciecee e e e e 23
6.2 Komponenty SMESi Pro PCR ......iiiiieiieieeiie ettt st st e e et as e 23
6.2.1 Teplotné rezistentni DNA-POIYMErasa ......cccveviiiieiiiiiiiiiiiieiceniee et 24
6.2.2 U T oY 1 > 1 OO OPO R PORSRPPPPR 24
6.2.3 SIMBS ANTP ettt ee et e st e e e et st e sat e ee et et e e e e e e e esaesbae et e e b e e saassaaseaaeabeanaean 25
6.2.4 TEMPIALOVA DNA. ...ttt bbb b e b e b e er e st e 25
6.2.5 a1 V=T oY OO PO PPOPR PN 25
LoTE T = V] 1] (Y 22 OO OO ORIT RPN 26
6.4 Detegce produktu PCR pomoci gelové elektroforézy na agarose........cccoouvevieieiecneciieinnnnn. 28
6.5 Provadeéni - optimalizace PCR........cooviriiiriintieceerree e e e 28
Magnetické nosice pro izolaci DNA v kvalité vhodné pro PCR...........cccoeviiiininininiiecci e 29
(O = ot OO USSP PSR P ISR 31



EXPERIMENT ALNT CAST oot e e e e et et e e ettt eee e tete st sses e sesesassestassessstessesessesensesesssenearas 32

9.1 PFIStroje @ POMUCKY ..uvieiieeet ettt s bbb e e 32
9.2 Y 3 0] o= | SRR 32
9.2.1 REAINE VZOTKY VYIODKU .. .cveeieeieeeiiteiestee ettt s st e 32
9.2.2 Kontrolni sbirkové bakteridlni Kmeny ........ccooevieereiiieieiee e, 33
9.2.3 Komponenty k promyti vzorku a izolaci bunék ...........ceevvvuviiiiiiininiinieiee 34
9.2.4 Komponenty pro pripravu hrubého lyzatu bunék..........coeeeviivinininiiiiniice i, 34
9.2.5 Komponenty pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosi€d.........cceevveinnniincniinennnne. 34
9.2.6 Komponenty pro izolaci DNA pomoci fenolové extrakce..........ccoeeiiviininicicniieenienne. 34
9.2.7 Komponenty pro pripravu PCR SMESi........ccecuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiicniie st 34
9.2.8 DNA standard pouZity pfi agarosové gelové elektroforéze .........c.coviiniiiiiiiiniinninns 35
9.2.9 Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu ..., 35
9.3 Metody — izolace DNA z realnych VZorkl ........ccceceeveeieniinininiiniiinic s e 35
9.3.1 ZPracoOVANT VYFODKU .....veieeeieceeeie ettt ettt st st r e b sn e eae s 35
9.3.2 Ptiprava hrub€ho lyzatu bUuN@K ..........cooceeviiiiiiiiiiiiii s 35
9.33 Separace DNA magnetickymi mikro€asticemi........cccooviviiiiiniiniiiiiiincicee, 36
9.4 Metody — izolace DNA z kontrolnich sbirkovych kmend bakterii..........cccooveiiiininininnnnns 36
9.4.1 KUIEIVECE DUNEBK «.veeetie ettt st st e s s s 36
9.4.2 Kontrola Cistoty bakteridlni KUUNY .....ooveeeeieeeiieieeeeec s 37
9.4.3 Lyze bakteridlnich BUNEK .....cc.coviieeiiie e 37
9.4.4 Izolace bakteridlni DNA z hrubého lyzatu bunék fenolovou extrakci.........cccoeeeneiunennn. 38
9.5 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA.........ccovvviiiiiinieniene e, 38
9.6 Polymerasova FetEZoVa reakCe......covuieierie e 38
9.7 Programy Pro PCR .....ceeiiiieie ettt sttt sttt e s s e 39
9.7.1 Rodové specifickd PCR pro Bifidobacterium................ccoccovviiiniiiniiiiiniiniiieeeiie e 39
9.7.2 Rodoveé specifickd PCR pro LactobaCillus...............cocvevuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 39
9.7.3 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium animalis .................cccovveviinninninniininnons 40
9.7.4 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium bifidum..............c.cccooovviiiiviiiiiiiiinninniinns 40
9.7.5 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium breve..................ccccevvueiinirineecneeennnnn. 40
9.7.6 Druhové specifickd PCR pro Bifidobacterium longum ssp. infantis.............cccccooeuvennne. 40
9.7.7 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium longum ssp. longum ............cccecevuvennnn. 41
9.7.8 Druhové specifickd PCR pro Streptococcus thermophilus. ................cccccouviiiiiiiniinenn. 41
9.8 Agarosova gelova elektroforéza produktll PCR.........ccccoceiiiniininiiiiiciiiicie e 41
9.8.1 PHIPIAVa BEIU . eeuueiieiieieie ettt e s s s nr e sr e 41



10

9.8.2 Nanasdeni produktl PCR NA BEl ....ooevueeiieireeie it 41

9.8.3 Prabéh elektrofor@zy......uiicie ettt s 42
9.8.4 Detegce Produktll PCR .....c.coiiiiiiieeee ettt st st s 42

VYSIEAKY vttt ettt e e r e e h e b e a bbb e 43
10.1.1  PFiprava hrubych lyzat( bunék z kultur kontrolnich bakterialnich kmend ................... 43

10.2 Izolace DNA z hrubych lyzat bunék bakteridlnich kultur kontrolnich kmeni metodou

FENOIOVE EXEFAKCE ..o vttt ettt ettt et et sa e e s b sb b e st e e s s b b e s e e e sabe s e b ae et ae s abaesabeaens 43
10.3  PFiprava mléénych vyrobkl pro izolaci DNA .......c..c.oceveiiinininiciin st 43
10.4 PFiprava hrubych lyzatd bunék z 5 mléénych vyrobku ...........ccooeiiiiiiiininienici e, 43
10.5 Izolace DNA z hrubych lyzat(i bunék z 5 mléénych vyrobk( magnetickym nosi¢em............. 44
10.6  PFiprava DNA pro PCR @ provadeni PCR ........ccceoerirreireniiniiniinc st 46
10.7 Identifikace bakterii POMOCI PCR .......ciiiiiieiiiesiie et e 46
10.7.1  PrUkaz bakterii rodu LactobacCillus................cccocivviiiniiiiiiiiiiiiniiiiie e 47
10.7.2  Prdkaz bakterii rodu Bifidobacterium...............cccccovviivinniiiiiiiiiiiiiiiie e 48
10.7.3  Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium animalis ..............ccccccoevviiiiiiiiinniiiniecnnieeene, 49
10.7.4  Prkaz bakterii druhu Bifidobacterium bifidum ..............cccccevvviiniiiiiiiiiiiiniiiiie i 50
10.7.5  Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium breve...............ccccooeuviviiiiniiiiiiiininiieniiie e, 51
10.7.6  Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium longum ssp. infantis .............cccoeeeveiiiiiniiennnens 52
10.7.7  Prikaz bakterii druhu Bifidobacterium longum ssp. [ongum ..............cccccvvuiiniiiniiennnens 53
10.7.8  Prikaz bakterii druhu Streptococcus thermophilus...............cccecevvviiiiiiiiiiininniinnnenan, 54
10.8  Shrnuti vysledkd prikazu bakterii ve vyrobcich pomoci PCR.........ccevviiiniieniieciciiee 55
10.9 Srovnani vysledk( PCR s Udaji deklarovanymi vyrobcem .........ccccecviiiniininnieiieniinecc e, 56
11 D 1R (U723 U POTPURPPPRON 57
11.1 Rodové specifické PCR pro rod Lactobacillus a Bifidobacterium ............c.coceeueerieniiiennnennn 57
11.2  DruhoVe SpeCifiCké PCR .....ccueiieeieteeeee et et s e 58
11.3  Druhové specificka PCR pro Streptococcus thermophilus .............ccoccovvieninicieniiniiiiiciennn. 58
11.4  Shrnuti rodové a druhové identifikace probiotik ve vyrobcich.........ccccocvniniinnniiinnin, 58
Vyrobek €. 1 Nestlé BEBA PrO 2..c..ccuiiereeieiiiiiiie ittt vt e sr e sn e 59
Vyrobek €. 2 Nestlé BEBA pro 2 8ood Night.........ccoviviiiiniiiiiiiie i 59
Vyrobek €. 3 NeStlé BEBA Pro L.....cccovereeiiniiniiieniiicie sttt ss e s s sr s e sn s 59
Vyrobek €. 4 Hero Baby 1actum 2 ......cc.cocceiiiiiiiiiiiiiiii et 59
Vyrobek €. 5 Babio Biomléko 2 s probiotikem.........coiiiiiiiiiiiiiii i 59

12 ZAVER oo e 60
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU....c.oueveieeeeiseeseistse sttt ss s s sses s ssnns 61



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU



1 UVOD

Zakladem umélé vyzivy kojenct je kravské mléko, kterym lze nahradit mléko mateiskeé.
Kravské mléko se vSak pro vyzivu kojenci musi upravit. Tato dprava se tyka vSech hlavnich
slozek, tzn. proteint, sacharidi i lipidd. U bilkovin se méni pomér syrovatky ke kaseinu. U
sacharidi se méni zastoupeni tak, aby byla pfitomna bud’ jen laktéza, nebo jen malé mnozstvi
jinych sacharidt. Pro nedonosené déti jsou straviteln&jsi pravé ta mléka, ktera obsahuji jen
lakt6zu. Co se tyce tukd, zivoCi$né jsou v rizné mife nahrazeny rostlinnymi, pfedev§im pro
obsah né&kterych nezastupitelnych mastnych kyselin. Dnes je tendence nékterd mléka
obohacovat

i o prebiotika, probiotika a nukleotidy, které jsou pfitomny v matefském mléce a maji
ptiznivy vliv jak na zrani imunitniho systému, tak na rst a vyvoj zazivaciho traktu ditéte.
Dale je mléko fortifikovano vitaminy, minerdly a stopovymi prvky, pfipadné jinymi latkami,
které v mléce kravském chybi nebo jsou zastoupeny jen v malém mnozZstvi a jsou pro vyvoj
ditéte nezbytné. Uméld vyZiva se tak snaZi co nejvice pfiblizit mléku matefskému, jehoZz

kvality ale nemuZe nikdy dosdhnout [1], [2], [3], [4].
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2 MATERSKE MLEKO A DALSI VYZIVA KOJENCU

SloZeni matefského mléka a mléka kravského, ze kterého se tzv. po€ate¢ni mléko pro détskou
vyzivu vyrabi, je rozdilné. Snahou vyrobci ndhradni mlécné vyZivy je aby se sloZzenim
co nejvice piiblizilo mléku matefskému. Mateiské mléko obsahuje méné bilkovin,
mineralnich latek a vdpniku a vice sacharidi. Nizky obsah bilkovin odpovidd omezené funkci
nedplné vyvinutych ledvin kojence. Zastoupeni kaseinu mezi mlé€nymi bilkovinami je v
matefském mléce vyrazné nizs§i. Matefské mléko ma ve srovnani s kravskym vice
esencidlnich vys$Sich mastnych kyselin, vitamini A, C, E, a méné vitamind B a D. Dale
obsahuje fadu hormoni a rustovych faktorti: hormony $titné zlazy, estrogeny, kortisol, insulin,
somatotropin a dalsi, které prispivaji k vyvoji sttevniho traktu kojence [1], [4], [5], [6].

Pfi vyrobé pfipravki umélé kojenecké vyzivy z kravského mléka se pomoci bilkovin
syrovatky sniZuje podil kaseinu, zvySuje podil laktézy a €ast mlécného tuku se nahrazuje
rostlinnym olejem. Takovymi vyrobky jsou napi. Sunar nebo Feminar, které jsou navic
obohacovany Zelezem [1], [4], [5], [6], [7], [8].

PokraCovaci kojeneckd vyZiva neboli pokraCovaci mléko je ureno pro kojence
od ukonceného 6. meésice do ukonceného 12. mesice véku. Nekryje kompletn€ nutriéni
potieby ditéte, ale je vhodné pro obdobi kdy je soucasti smiSené kojenecké stravy. Vyznam
poddvani mléka spoCivd v obohaceni Zelezem, jodem a zinkem. Doporuceno je obohacovani
o vitaminy A, D, E a C. V poslednich letech mnozi vyrobci kojenecké stravy zavedli na trh
mléka pro vyZivu batolat. Jedna se o plnotucné kravské mléko se snizenym obsahem bilkovin,
fortifikované Zelezem, stopovymi prvky a vitaminy. Nutnost podavani téchto produktt nebyla
zatim jednoznacné€ védecky prokdzana [4], [5], [6].

K matetskému mléku nebo k mléku pocitecnimu se zacinaji mezi 4. az 6. mésicem veku,
v zévislosti na psychomotorickém vyvoji kojence, ptiddvat piikrmy kaSovité konzistence.
Piikrmem se oznauji nemlécné a nékteré z mléka ptipravené dopliky, které se pridavaji
do stravy kojence. Vhodné prikrmovani md zacit v dobé&, kdy dité potiebuje vyssi piijem
kalorii, nez muze poskytnout pouze kojeni. Pfikrm navic poskytuje dostatek energetickych
zdroju, bilkovin a mikronutrientd k naplnéni vyzivové potieby rostouciho ditéte [2], [4], [8],
[9], [10].

Trivici soustava kojence neni do 17. tydne Zivota zrald na to, aby vstfebdvala sloZit€jsi
potravu, nez je mléko. Dostane-li dit¢ pfedCasné kravské mléko nebo nemlécny ptikrm,

zbyteCné se aktivuje a zatéZuje imunitni systém v dobé¢, kdy jeSté neni zraly. Reakci na tuto
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zat€z muze byt, difve ¢i pozdéji, spusténi vrozenych sklont k alergii. Zavedeni piikrmt pied
ukonCenym 4. meésicem byva spojeno také s rizikem vdechnuti stravy, s rizikem vySsi
propustnosti stfevniho traktu a ddle hrozi nebezpeci nedostate¢ného pifjmu mlécné stravy.
Naopak pozdni zavedeni pfikrmu je spojeno s problémy, jako je napiiklad odmitdni stravy
¢i nedostatecné pokrytim nutricnich potieb ditéte (energie, bilkovin, Zeleza a zinku).
Pfi poddvani piikrmu 1Zickou je nutné, aby dit€¢ dokdzalo sedét samo nebo s oporou, otevfit
usta, kdyZ vidi 1zicku a poté podané sousto polknout a nevytlacit jazykem zpét [2], [4], [6],
[9], [10].

Prvni ptikrmy by mély byt lehce stravitelné a nedrazdivé. Jako prvni typ piikrmu se nejcCast&ji
zavadi jednodruhova zeleninova kase ¢i hladké zeleninové pyré (z mrkve, brokolice, kvétdku,
cukety, kedlubny). Nasleduje vicedruhova zeleninova kaSe (pfidavek bramboru k zelenin€)
a ovocné pyré (z jablek nebo bandnu, hruSek). Dale se pfiddvd masozeleninovy piikrm
(kombinace zeleniny a masa — kufeci, krali¢i, krati, teleci, pozdé&ji vepiové a mladé hovézi).
Od 9. mésice se muze ditéti poddvat i syrova zelenina, té€stoviny, ryZe a ceredlie, které
podporuji zZvykani. Od 10. — 12. meésice se mohou zatradit mlé€né vyrobky, napt. jogurty.
Ditéti je mozné poddvat piikrm pfipraveny v domdcich podminkdch nebo komercné
vyrdbény, oznaovany vétSinou jako kojeneckd vyziva [5], [6], [9], [10], [11].

Piikrmy se do jednoho roku ditéte nesoli, nedoslazuji a nemaji byt kofenéné. Piikrm byva
zdrojem vice nez 90% piijmu Zeleza kojeného ditéte, a proto md obsahovat dostatecné
mnoZzstvi biologicky dostupného Zeleza (maso). Po ukonceném 6. mésice veéku se muze
zavadét poddvani stravy obsahujici oves, pSenici, pohanku, je€men a rostlinny olej. Od roku
2005 je ale dle nazoru fady odbornika vhodné odsunout zavedeni lepku do stravy az na konec
1. roku Zivota ditéte, a to jak u zdravych déti, tak u déti bez alergické dispozice. Pokud dité
zacne jist lepek az v dobé, kdy je jeho travici trakt dostatecné zraly, je nebezpeci neptiznivych
alergickych reakci (at okamzitych nebo dlouhodobych) podstatné mensi [5], [6], [8], [12],
[13].

V 6 mésicich véku muze dité jist pyré a kasovitou stavu. Do 8 mésicu je vétSina déti schopna
Jist také ,,jidlo do ruky®, kterym se krmi sami. Kolem 12. mé&sice jsou déti vétSinou schopny

Jjist stejny typ stravy jako ostatni lenové rodiny [4], [6].
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3 NAROKY NA NAHRADNI KOJENECKOU A DETSKOU VYZIVU

Nahradni kojeneckd vyZziva, kterd se v CR vyrabi vice nez 70 let, nasla své pevné misto
ve vyziveé novorozenct a malych déti. Vyrobky kojenecké vyzivy musi odpovidat sou¢asnym
pozadavkim na sloZeni a piisnym hygienickym normam. Potraviny pro kojence a malé déti
musi projit sloZitym procesem schvalovani — Ceskou pediatrickou spole¢nosti, Ministerstvem
zdravotnictvi a Ministerstvem zeméd¢lstvi. Vyrobky musi vyhovovat poZadavkim na sloZeni
a oznaceni, které jsou stanoveny ve vyhldSce Ministerstva zdravotnictvi €. 54/2004 Sb.
o potravinich urCenych pro zvlastni vyzivu a o zpusobu jejich pouZiti. Vyrobky musi déle
odpovidat zvlastnim pozadavkim na chemickou a mikrobiologickou nezavadnost. Nejsou
povoleny Zadné chemické konzervaéni latky, pfichut€é nebo uméld barviva. Cely vyrobni
proces je kontrolovdn. U vyrobce a v prodejni siti jsou vyrobky pfedmétem kontroly
piislusnych trada. Tato kontrola je pfisn€jsi neZ u béZnych potravin [4], [14].

Skupina potravindiského zboZzi oznaCovand jako ,kojeneckd a détskd vyZziva“ zahrnuje
potravinaiské vyrobky, uzpusobené pro stravovani kojencti a malych déti do dovrSeného véku
3. let (tzv. batolat). Jejich ucelem je jednak poskytnuti v€kové skupiné déti plnohodnotnou
stravu, jednak usnadnit préci jejich matkdm. Kojeneckd vyZiva se déli na suSenou (suSend
mléka, instantni mléCné kase) a sterilovanou [15].

U prumyslové vyrabéné kojenecky vyZzivy se né€kdy vyskytuje nédzor, Ze je chutove
nevyraznd, na druhou stranu je v téchto piipravcich garantovdna hygienickd nezdvadnost,

standardni obsah Zivin a je ¢asov€ mén¢€ ndrocnd na ptipravu [11], [12].
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4 PROBIOTIKA

Termin probiotikum pouZil Parker v roce 1974 na popis organismu a latek, které pfispivaji
k mikrobidlni rovnovdze ve stievech. O 10 let pozdé&ji je oznaeni ,,probiotikum
univerzdlnim pojmem pouZivanym v celosvétovém meéfitku. Termin probiotikum pochdzi
ze dvou feckych slov znamenajicich ,,pro Zivot* a je opakem terminu antibiotikum ,,proti
Zivotu“ [16].

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které pfi konzumaci v dostateéném mnoZstvi maji
pozitivni vliv na zdravi hostitele. Probiotické bakterie v dneSni dobé€ zahrnuji vice
mikroorganismu nez tradi¢né uznavané bifidobakterie a nékteré laktobacily [17].

UZivani probiotik pfiznivé ovliviiuje celkovy zdravotni stav a umoZiiuje predchédzet nebo
zmirfiovat nekteré choroby. Po dobu poddvani probiotik se zvySuje pocet bakterii s pozitivnim
ucinkem na stfevni funkce. Stejné€ tak vSak dochdzi ke zvySovdani poctu jinych bakterii, které
tvoii vlastni intestindlni mikrofléru. Bylo tak prokdzano, Zze podavanim laktobacili dochazi
k deseti az stonasobnému zvySeni poctu bakterii ve stfevech a to nejen laktobacilt, ale
i streptokokd jiz pritomnych ve stievé. [18]

Ptirozenym zdrojem probiotik jsou predevSim zakysané mlécné vyrobky (jogurty, kefiry).
Mohou vsak byt podavany i jako doplnék stravy. Bakterie plni svij ikol pouze tehdy, jsou-li
Zivé, tzn. vétSinou u vyrobkud s krat$si dobou trvanlivosti [19]. Napfiiklad ve formé jogurtu

a zakysanych mlécnych vyrobku, ale také ve forme tablet, tobolek nebo kapsli.

4.1 Koncepce probiotickych potravin

Jiz n€kolik let probiha vyvoj potravin, které obsahuji zivé kultury mikroorganismu. Tyto
vyrobky se ziskdvaji bud’ fermentaci, nebo pfimym pfidavkem vhodnych kultur k hotovému
vyrobku. Ptikladem téchto tzv. probiotickych potravin jsou v soucasnosti velmi propagované
kysané mlécné vyrobky, jogurty, fermentovana zelenina a sojové produkty. Probiotika jsou
dnes pfidivana i do dalSich druhGi potravin jako je détskd vyziva (obohacena
bifidobakteriemi) nebo lze pifimo pouZivat probiotické mikroorganismy jako potravinové
doplnky. Probiotika lze doddavat v mnoha raznych forméach. Mohou byt pfidavany samostatné
nebo v kombinaci s jinymi mikroorganismy do potravy, 1ékt, potravinafskych piisad nebo
doplnka vyzivy [18].

PouZzivané probiotické mikroorganismy jsou bud anaerobni nebo aerobni. Travici soustava
Cloveka vSak neposkytuje v celé své délce vhodné podminky pro jejich pfeziti. Prekdzkou

muze byt kyselé prostredi Zaludku, sekrece Zluc¢i nebo pfitomnost dalSich stfevnich bakterii.

14



Tyto problémy feSi vybér vhodnych kment nebo pfidavek vlakniny (tzv. prebiotikum —
nestravitelnd sloZka potravy), kterd je vyuzivdna piimo probiotickymi mikroorganismy a
pomdhd v preziti nepiiznivych podminek. Kombinace probiotik (Zivych bakterii) a prebiotik
(substratu) se uplatiiuje pfi vyvoji inovovanych potravinaiskych vyrobkil — synbiotik, jejichz
pfiznivé ucinky na zdravotni stav Cloveéka zdvisi na pouZitém mikroorganismu a substratu,
které tvoii sloZku potraviny. Nezbytny je vSak dal$i vyzkum k objasnéni vzdjemnych funkci
a potvrzeni zdravotnich u¢inka pfidavku do potravin [18].

ProtoZe ne vSechna probiotika jsou soucdsti kolonizujici mikroflory, musi se periodicky
doddvat. Komer¢ni piipravky zpravidla obsahuji smeés bakterii rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium, nékdy 1 kvasinky (Sacharomycetes). Predmétem zajmu jsou hlavné
bifidobakterie, anaerobni bakterie, které normaélné hraji dilezitou roli v degradaci cukrt
v potrave a tvoii a secernuji ve vodé€ rozpustné vitaminy. Jejich podil je vysoky zvlasté ve
sttevni mikrofléfe kojenych déti (aZ 95% vSech vykultivovanych bakterii), kde maji

mimofadné velky vyznam pro ochranu pred stfevnimi infekcemi [18].

4.2 Pozadavky na probiotika
Pozadavky na probiotika jsou velmi pfisnd. Lze je shrnout do nasledujicich bodu [18], [20]:
- Jasnd definice mikroorganismu
- Zaruceni Cistoty mikrooorganismu
- Vylouceni faktoru patogenity (tvorba enterotoxinu, cytotoxinu, hemolyza atd.).
- Mohou byt pfijimény jako soucést stravy.
- Aplikace v Zivém stavu.
- Pritomnost ve vyrobku ve velkém mnozstvi.
- Nesmi byt znieny béhem vyrobniho procesu a jejich Zivotnost musi pfesahovat dobu
trvanlivosti vyrobku.
- Musi byt prokdzany zdravi prospésné ucinky na hostitele.
- Dulezita je druhova identifikace probiotického mikroorganismu a stanoveni jeho
mikrobiologickych, genetickych, sérologickych a biochemickych vlastnosti.
tenkého stieva.
- Musi mit schopnost adherovat k bunkdm epitelu stfevni sliznice nebo k mucinu
tlustého stfeva, pfipadn€ mit schopnost v dostateCné mife se uchytit v tlustém stfeve

a optimdlné kolonizovat tracnik.
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Dalsim kritériem je napiiklad i poCet bakterii poddvanych ve vyrobku. V jednom ml vyrobku
(napf. jogurtu) musi byt nejméné 10 miliont bakterii, navic jeSté schopnych prezit kyselé
Zalude¢ni prostfedi a ucinky Zlu¢i. Také chut findlniho vyrobku se po pfidani kultury
probiotickych bakterii nesmi zhorSit, ale naopak. Prednost se také ddva bakteriim produkujici

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

4.3 Stabilita stifevni mikroflory

Strevni mikrofléra osidluje trdvici trakt clovéka béhem prvnich dvou let Zivota a postupné
se vyviji. Rada studii poukazuje na postupné zmény stievni mikrofléry s vékem &lovéka.
Ve vétsin€ téchto studii bylo provedeno porovnani stievni mikrofléry u skupin lidi razného
veéku. Zatim vSak nebyly provedeny zadné prubézné studie analyzy vyvoje bakteridlni
mikrofléry v del§im Casovém useku v prabéhu Zivota u jednoho ¢loveka. U starych lidi v§ak
bezpochyby dochazi k prevaze negativni mikrofléry (zvlasté se jednd o zdstupce rodu
Clostridium). Také osidleni stfev stfevni mikroflérou s niZSim podilem bifidobakterii
v souvislosti se starnutim jsou zifejmé zpusobeny snizovanim odolnosti endogennich bakterii
vuci kolonizaci jinymi bakteriemi. Tato snizend odolnost vici kolonizaci jinymi bakteriemi
je pravdépodobné vysledkem fyzikalné-chemickych vlastnosti stfev a zmeén ve stfevni sliznici

v dasledku starnuti organismu [21].

4.4 Utinky probiotik
Uginky probiotik jsou rozmanité. Nejéast&jsf 1ze shrnout do nésledujicich bodd [18]:

- Omezeni pusobeni patogent ve stfevech. Kultury probiotickych mikroorganismi
produkuji organické kyseliny, které sniZuji pH, coZ ma negativni vliv na patogenni
mikroorganismy, které se v kyselém prostfedi prestavaji rozmnoZovat a rust.

- Rozklad karcinogennich latek. Se snizujicim se pH a potlacenim rastu patogennich
bakterii soucasné klesd tvorba rakovinotvornych latek v samotném stifevé. Probiotika
jsou mimo jiné schopna do jisté miry karcinogenni latky rozloZit a tim jim zabrénit
v dal$im negativnim pusobeni.

- Pokles hladin cholesterolu v krvi. Pfi zvySené hladin€ cholesterolu v krvi mohou
probiotika hrat dulezitou roli v diet€¢ pfi sniZeni hladiny cholesterolu. Pisobenim
probiotik dojde k rozkladu soli Zlu¢ovych kyselin a uvolnény cholesterol se nemuze
zpatky vstrebat. V této funkci si vede nejlépe druh Lactobacllus acidophillus.

- ProspéSnost pifi redukéni diet€. Ochranné latky vyskytujici se v probiotickych
potravindch mohou byt prospé$né i pfi redukCni dieté, kterd je pro organismus velmi
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naro¢na. Proto by ve formé nizkotu¢nych jogurtl, zdkysu ¢i jogurtovych mlék méla
byt probiotika soucasti kazdé redukcni diety.

- Zvyseni odolnosti vaci pruniku infekei (napf. pfi prajmovych onemocnénich virového
nebo bakteridlniho pavodu). Probiotika adheruji k burikam, jeZ tvoif epitel stiev a tim
zabranuji infekci.

- Posileni intestindlni mikrofléry pfi tlumeni alergickych reakci

- ZlepSeni kvality Zivota pacientt se zanétlivym onemocnénim stiev

- Posileni imunity

- SniZen{ recidivy povrchovych nddori mocového méchyie

- Zmirmnéni symptomu intolerance laktosy

4.5 Vyznam bakterii pro imunitni systém

Nekteré slozky grampozitivnich a gramnegativnich bakterii (napf. lipopolysacharidy,
lipoteichova kyselina nebo peptidoglykany) davaji silné podnéty pro systémovou imunitu
organismu a pravé na takovém imunostimulaénim pusobeni se podileji probiotické bakterie.
Neékteré kmeny bifidobakterii maji in vitro dokonce velkou schopnost podnécovat tvorbu
slizni¢nich IgA protilatek. Prokdzana jiz byla fada pozitivnich reakci laktobacild a dalSich
probiotik s buitkami zajiStujicimi imunitu. Imunitni reakce v ptipad€ Lactobacilus acidophilus
a Bifidobacterium bifidum, které byly poddvany v kapslich star§im lidem, vedla k potlaceni
zanétlivych procesu. Laktobacilus GG byl u 31 kojenct ve véku 6 az 12 mésict s dspéchem

pouzit k zvladnuti projevu alergie na bilkoviny kravského mléka a atopického ekzému [18].
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5 ZASTUPCI PROBIOTICKYCH BAKTERI{

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy (vétSinou bakterie), doddvané organismu stravou.
Probiotika jsou obvykle vybirdna ze zastupct bakterii mlé¢ného kvaseni, které patii do rodu
Lactobacillus. Laktobacily patii do prvni skupiny, kterd byla pouZita jako zdroj probiotik.
Pozdé€ji se zacala vyuZivat i skupina bifidobakterii, a to zejména B. adolescentis, B. bifidum,
B. infantis, B. longum, B. animalis. Tato ,biologickd agens* jsou ve velké mife pouZivdna
v mlékdrenském prumyslu pii vyrob€ jogurtu i né€kterych jinych potravin [22], [18], vCetné

v mlécnych vyrobki pro détskou vyzivu.

5.1 Rod Lactobacillus

Rod Lactobacillus nédlezi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, tadu
Lactobacillales a Celedi Lactobacillaceae. [23] VétSina druhti rodu Lactobacillus fermentuje
glukosu a laktosu na laktat a odtud pochdzi ndzev tohoto rodu [24].

Bakterie rodu Lactobacillus jsou katalasa negativni a nepohyblivé anaerobni aZz fakultativné
anaerobni nebo mikroaerofilni tyCinkovité bakterie [25]. Tvofi robustni nesporulujici
grampozitivni tycky, casto fetizky [24]. Laktobacily upfednostiuji mezofilni a mirné
termofilni teploty. Nékteré kmeny druhll Lactobacillus viridescens, Lactobacillus sake,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum rostou, 1 kdyZ pomalu, pti nizkych teplotach
blizkych k bodu mrazu, napt. na chladném mase [26]. Mohou se mnoZzit i v kultivaCnim
prostiedi s hodnotou pH 5. Jestlize vSak pH poklesne pod 4, rast vétSiny laktobacilt
se zastavuje [27], [28].

Do rod Lactobacillus nalezi druhy bakterii, které tvoii Cast pfirozené mikrofléry st Clovéka,
jeho gastrointestindlniho traktu a vaginy [24], [29]. ProtoZe kyselina mlé¢nd vzhledem
ke snizeni pH zastavuje mnoZeni hnilobnych bakterii, vyuziva se laktobacila pii konzervaci
potravin, kvaSeni zeli, okurek a k sildZovdni pice. V mlékarenstvi se pouzivd napt. druh
Lactobacillus delbueckii ssp. bulgaricus k vyrob€ jogurtu, Lactobacillus acidophilus
k pripravé acidofilniho mléka nebo Lactobacillus casei pii piipravé syru [24]. Druhy
vyuzivané v prumyslové vyrobé patii do skupiny bakterii obecné pokladanych za bezpecné
tzv. GRAS (generaly regarded as safe) [30]. Nékteré laktobacily se vyskytuji také jako
nezddouci kontaminace ve vinafstvi, pivovarnictvi a drozd’arenstvi, kde zpasobuji chutové

vady vyrobka, coZ vede k ekonomickym ztratam.
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5.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium nélezi do domény Bacteria, kmene Actinobacteria, tiidy Actinobacteria,
tadu Bifidobacteriales a Celedi Bifidobacteriaceae [31]. Rod Bifidobacterium jsou anaerobni
nesporulujici bakterie, které tvofi nepravidelné grampozitivni tyCky, které mohou byt
na jednom z koncu rozStépené do tvaru vétvicky. Mohou tvofit i fetizky, nebo maji
hvézdicovité ¢i nepravidelné uspofdddni [26]. Patfi k bézné fléte zazivaciho traktu.
Jako prokazateln€ patogenni pro Clovéka byl prokdzan pouze druh Bifidobacterium dentium,

ktery participuje na vzniku zubniho kazu [24].

5.2.1 Bifidobacterium longum ssp. infantis

Jednd se o anaerobni grampozitivni bakterie. Zdistupci tohoto bakteridlniho druhu
jsou vyznamnym probiotickym zdstupcem stfevni mikroflory u déti, které jsou plné kojeny.
Morfologicky se jednd o pravidelné tyCinky (Obr. 4). S v€kem se jejich vyskyt ve stfevech
snizuje, u dospélych jedinci se bakterie téméf nevyskytuje. PouZivd se pro zmirnéni

symptomu drazdivého tra¢niku a pfi potlacovani alergickych stavi u déti [32].

Obr. 1 Bunky Bifidobacteriumlongum ssp. infantis [32]

5.2.2 Bifidobacterium bifidum

Jedna se o grampozitivni nepravidelné nesporulujici ty€inky o rtznych tvarech (Obr. 2).
Buriky mohou byt kritké, pravidelné s protazenymi konci, kokovité ¢i naopak dlouhé, slabé
zakiivené nebo vidli€naté rozvétvené. Tvar je Casto ovlivnén kultivatnimi podminkami.
Optimalni teplota rustu je 37-40 °C. Pomaha nastolit mikrobidlni rovnovahu po 1é¢bé

antibiotiky. Vyrazn¢ zlepsuje peristaltiku, ma protinadorové ucinky a ptsobi preventivné proti
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prijmovému onemocnéni. Uplatiuje se pifi vyrobé kysanych mlécnych vyrobku

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

5.2.3 Bifidobacterium breve

Jednd se o anaerobni grampozitivni bakterie. Vyznaluji se vyraznou aktivitou proti
streptokokim odolnym vuc¢i antibiotikim. Buiky byvaji slabé zakfivené a viditelné
rozdvojené (Obr. 3) Stejné€ jako ostatni bifidobakterie se uplatiiuji pfi vyrobé zakysanych

mlécnych vyrobku a ve farmaceutickém pramyslu [33].

Obr. 3 Buniky Bifidobacterium breve [33]

5.2.4 Bifidobacterium animalis
Grampozitivni anaerobni bakterie, tvaru kratké tyCinky (Obr. 1), které maji schopnost zabranit
rastu nékterym druhiim salmonely. Jednd se o primarni bakterie kojenci, které napomdahaji

spravné funkci gastrointestindlniho traktu. Produkuji kyseliny, které udrzuji pH rovnovihu

-----
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Obr. 4 Buniky Bifidobacterium animalis pod elektronovym mikroskopem [35]

5.2.5 Bifidobacterium longum ssp. longum

Tyto grampozitivni anaerobni nepravidelné tyCinky (Obr. 5) se ve vysokych koncentracich
vyskytuji v tlustém stieveé. Béhem fermentace produkuji kyselinu mlé¢nou. Buiiky pomahaji
zabrafiovat kolonizaci stfev invazivnimi patogennimi bakteriemi. Vykazuji vysokou adhezi
k epitelovym burikdm stieva. Vyrazné snizuji gastrointestindlni obtiZe, jako je prujem
a nevolnost béhem 1é¢by antibiotiky. PouZivaji se pfi vyrobé mlécnych vyrobki obsahujicich
probiotickou kulturu a v mlé¢né kojenecké vyzive. Nachdzeji uplatnéni i ve farmaceutickém

pramyslu [36].

Obr. 5 Bifidobacterium longum ssp. longum [36]

Podle nejnoveéjsich poznatkt byly druhy Bifidobacterium longum a Bifidobacterium infantis
pieklasifikovany na Bifidobacterium longum ssp. longum a Bifidobacterium longum ssp.
infantis. Z tohoto vyplyva, ze znafeni pouZivané vyrobci nékterych preparati jiz neodpovida

souCasnym poznatkam [37].
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5.3 Streptococcus thermophilus

Nélezi do domény Bacteria, kmene Firmicutes, ttidy Bacilli, tédu Lactobacillales, Celed
Streptococcaeceae, rod Streptococcus.

Bunky Streptococcus thermophilus jsou kulovité nebo ovdlné, ziidka prodlouZené obvykle
tyCinkovitého tvaru (Obr. 6). Jsou sdruzené v parech, kratkych nebo dlouhych fetizcich a tvori
tetrddy. Jednd se o grampozitivni, nepohyblivé, fakultativné anaerobni, kataldza negativni
bakterie [38]. Tyto bakterie neredukuji dusi¢nany na dusitany. Jednd se o mikroorganismy
chemoorganotrofni, jejichz metabolizmus je fermentativni, z cukra tvoii prfedevs§im kyselinu
mlécnou [31]. Nachazeji uplatnéni v potravinarském primyslu, zvlasté pii vyrobé kysanych

mlé¢nych vyrobku (jogurt).
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Obr. 6 Buriky Streptococcus thermophilus barvené podle Grama [38]
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6 IDENTIFIKACE PROBIOTICKYCH BAKTERII S VYUZITIM
NEKULTIVACNICH METOD

Klasické mikrobiologické metody identifikace maji v n€kterych piipadech jistd omezeni. Tyto
metody jsou méné citlivé a maji omezenou schopnost identifikovat Spatn€ kultivovatelné
¢i nekultivovatelné mikroorganismy. Biochemické testy vychdzeji z fenotypovych vlastnosti
mikroorganismd, proto jsou v nékterych piipadech pomé&mé nejednozna&né. Casto dochdzi
k mylnym zavéram, protoze terénni kmeny a jejich vlastnosti se 1isi od sbirkovych kmend,
podle kterych se biochemické testy vyhodnocuji [39].

Radu omezeni lze vyfesit vyuZitim metod molekuldrni biologie. Metody molekuldrni biologie
jsou nezdvislé na kultivaci a jsou specifické, vysoce citlivé a rychlé [39]. Molekuldrni
techniky nasly v mikrobiologii své uplatnéni pii detegci mikroorganismu, které vyzaduji
dlouhodobou kultivaci, nekultivovatelnych mikroorganismi, mykobakterii ¢i  vird.
V potravindiské mikrobiologii se Casto vyuzivd metod molekuldrni biologie ke zjiSténi
pritomnosti ur¢itych druh mikroorganismi v potraviné pii hodnocenti jeji kvality [40].
Vyznamné metody identifikace bakterii jsou zaloZeny na analyze DNA s vyuZitim
amplifikacnich metod. Nejvice se vyuZivd polymerasovd fetézovd reakce (PCR),

kterd probihad v podminkach in vitro (bez kultivace bunék) [41].

6.1 Polymerasova retézova reakce

PCR neboli polymerasovd fetézovd reakce (polymerase chain reaction) je specidlni
identifikacni metoda, kterd byla objevena v roce 1983 Karry Mullisem. JiZ v roce 1985 byla
vydéna prvni odbornd publikace, ve které byla poprvé pouzita metoda PCR. PCR je zakladni
pouzivand molekuldrni metoda, kterd spoc¢iva v amplifikaci gent. Pouziti druhové i rodové
specifickych PCR umoziuje spravnou identifikaci mikroorganisma [42], [43].

Tato metoda umoZiiuje in vitrro zmnoZeni daného tseku DNA bez pfitomnosti Zivych
organismu. Podstatou metody PCR je opakujici se enzymova syntéza novych fetézcu
vybranych tdsekl dvouretézcové DNA, ke které dochazi po ptipojeni dvou primerd vazajicich

se na protilehlé fet€zce DNA tak, Ze jejich 3°OH-konce smé&fuji proti sob¢ [44].

6.2 Komponenty smési pro PCR

Reakéni smes pro PCR je sloZena z teplotné-rezistentni DNA-polymerasy, pufru optimélniho
pro DNA-polymerasu, dNTP (stavebni kameny DNA), templatové DNA a dvojice primert
[45].
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6.2.1 Teplotné rezistentni DNA-polymerasa

DNA polymerasa se ptirozen€ vyskytuje ve vSech organismech. Pfi d€leni v buiice syntetizuje
duplikdt DNA. Tento enzym, nejprve izolovany z Escherichia coli, byl pouzit ke klonovani
in vitro. Dvousroubovice DNA byla denaturovéna pfi teploté 96 °C. Takto vysokou teplotou
byla DNA polymerasa Escherichia coli inaktivovdna a musela byt po kaZzdé denaturaci
doplnéna. Proces amplifikace byl proto mélo u¢inny. Jeho velkd Casovd ndroCnost a velka
spotfeba DNA polymerasy nebyla kompenzovdna odpovidajicimi vysledky [46]. Tyto
problémy vyfeSilo pouZiti termostabilni DNA polymerasy z Thermus aquaticus
(Taq polymerasa).

Termostabilita DNA-polymerasy je dulezitou podminkou reakce, protoze jednim z kroku
polymerasové fet€zové reakce je denaturace DNA. Denaturace je provddéna pii teploté asi 95
°C, pfi které jsou vSechny bézné enzymy inaktivovdny. PouZitim termostabilni
DNA-polymerasy je zajiSténa dostate€nd aktivita enzymu po celou dobu amplifikace. Nazev
Tag DNA-polymerasa je odvozen z druhového ndzvu bakterii, ze kterych byla polymerasa
izolovana. Tag DNA-polymerasa byla izolovdna z bakterie Thermus aquaticus, kterd
se vyskytuje ve vyvérech horkych minerdlnich pramenut [50]. Jeji teplotni optimum je 72 °C
a poloc¢as Zivotnosti je asi 40 minut pfi teplot€¢ 95 °C. Tento enzym vykazuje pouze 5 —3~
polymerasovou aktivitu, postrddd 3 °—5 ‘exonukledzovou aktivitu, coZ znamend, Ze nedochdzi
k opravé chyb, které vznikaji pfi replikaci. Vzniklé amplifikacni produkty tak mohou
obsahovat nesprdvn€ inkorporovanou bdzi. Pro vétSinu aplikaci je vSak presnost
Tag DNA-polymerasy dostacujici. Vyhodou této polymerasy je jeji vysokd procesivita. Timto
terminem je oznacena schopnost syntetizovat az 10 000 bp dlouhé dseky DNA [47].

Kromé Taq DNA-polymerasy mohou byt  pouZzity dalsi polymerasy
napi. Pwo a Pfu DNA-polymerasa, jejichZ zdrojem jsou Pyrococus woesei a Pyrococus
furiosus. Tyto enzymy vykazuji i 3"—5" exonukledzovou aktivitu, kterd umoZiiuje opravu

chybné inkorporovanych deoxyribonukleotidii. Jejich nevyhodou je nizsi procesivita [47].

6.2.2 Pufr pro PCR
Zékladem pufru pro PCR je siran amonny nebo chlorid draselny. Soucasti pufru je Tris-HCl
(pH 8,8 pfi 25 °C) a zejména chlorid hofe¢naty. PCR pufr maze byt riznymi firmami doddvan

i bez chloridu hofecnatého, ¢imz je usnadnéna optimalizace reakcnich podminek [45].
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6.2.3 Smés dANTP
Smé&s dNTP je vodny roztok, ve kterém je obsazena ultraCistd smés kazdého ze Ctyr
nukleotidi dATP, dCTP, dGTP a dTTP [45]. Jedna se o stavebni kameny DNA, ze kterych

je syntetizovan novy fetézec DNA.

6.2.4 Templatova DNA
Templatovd DNA (cilovd DNA, DNA matrice) je DNA, jejiz ¢ast se v PCR amplifikuje. DNA

muZe byt ziskdna z raznych zdroji, z bunék prokaryot, eukaryot a vira [48].

6.2.5 Primery

Primery jsou kriatké syntetické oligonukleotidy o zndmé sekvenci, které jsou zpravidla
tvoreny 18-30 nukleotidy [43], [44]. Primery jsou chemicky syntetizované sekvence [49].
Jsou komplementarni ke koncovym oblastem fragmentu DNA, jenZ ma byt amplifikovan [50],
[51]. Pro PCR reakci je nutné pouZit dva primery. Forward primer (upstream), po jehoz
nasednuti na 5°-konec fetézce je smér elongace ddn smeérem transkripce, a reversni primer
(downstream), ktery nasedd na 3°-konec fetézce a elongace probihd opanym smérem
nez transkripce. Pro kazdou polymerasovou fetézovou reakci je potfeba navrhnout vhodny pér
primert. Pfi ndvrhu primert musi byt zajiSténo, aby oba primery meély pfiblizné stejnou
teplotu tani. Teplota tdni je zdvisld na délce molekuly a jeji sekvenci. Cim je molekula delsi,
tim vétsi energie je nutna k jeji denaturaci, protoze obsahuje vice vodikovych mustkd.
Cim vice GC pard je v molekule obsazeno, tim je teplota tani vy33i. Teplota, pii které dochdzi
k nasedani primert, musi byt pak o néco nizsi, nez je teplota tani, eliminuje se tim nestabilni
nasednuti primert. Konkrétni teplota hybridizace primert je urCena experimentalné,
optimalizaci podminek reakce [52].

Pro kazdou PCR je tfeba navrhnout vhodny par primert,, pomoci néhoz se bude amplifikovat
konkrétni pozadovany tsek templatové DNA. Idedlni par primert je v soufasnosti mozno
urcit pomoci modernich pocitatovych programii [49].

Primery nesmi byt vzajemné komplementarni, jinak hrozi vznik dimerd a vldsenek. Dimer
primert vznikd sparovanim dvou primera; podminkou jeho vzniku je del$i komplementarni
usek v sekvenci obou primerd. Vldsenka vznikd sparovanim konct stejného primeru,
podminkou je opét dostate¢na komplementarita mezi konci primeru. Dimery i vlasenky maji
za nasledek, ze PCR neprobéhne [52]. Ve vétsiné reakci jsou tedy vhodna sekvence primert

a koncentrace primert parametry, které rozhoduji o dspésném vysledku reakce [47].
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6.3 Prubéh PCR

Amplifikacni reakce je provadéna v tenkosténnych zkumavkich o objemu 200 nebo 500
mikrolitrd, v zavislosti na typu termocykleru [51]. Termocykler je programovatelny termostat,
do jehoz bloku jsou zkumavky umistény a ktery umoZziiuje pfechod mezi jednotlivymi
teplotami pfi amplifikacni reakci. Hlavnimi poZadavky jsou ptfesnost teploty a rychlost
pfechodu mezi jednotlivymi teplotami [47]. VétSina modernich piistroji je opatiena
vyhfivanym vikem. Tim je zabrdnéno kondenzaci kapalné reak¢ni smési na vnitini stran¢ vika
zkumavky a kontaminaci laboratofe produkty amplifikace pfi otevieni zkumavky. Pokud neni
termocykler vybaven vyhiivanym vikem je reakéni sme€s vrstvena minerdlnim olejem, kterym
je zabranéno vyparovani reakcni smeési [51].

Koncept samotné amplifikace DNA poprvé navrhnul H. Gobind Khorana v roce 1971.
AZ o patndct let pozdé&ji Kary Mullis metodu pojmenoval a uvedl ji do praxe. Zavedl metodu,
kterou mohla byt DNA namnoZena béhem opakujicich se cykli s vyuzitim termostabilni
DNA polymerasy [46].

Proces amplifikace se skldda ze tficeti az Ctyficeti cykla. Princip jednotlivych krokd PCR je

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

1. Denaturace DNA
Denaturace DNA probiha pfi teploté 92 - 98 °C (obvykle 95 °C). Pro fragmenty do 1 kbp
je doba denaturace obvykle 15 sekund. Pro vétsi fragmenty je doba denaturace 30 az 60
sekund [53].
Pred prvnim cyklem reakce byv4 denaturace prodlouzZena na 5 minut, aby se zvySila

pravdépodobnost, Ze dlouhé molekuly templatové DNA budou plné€ denaturovény.

2. Pripojeni dvou primeru (hybridizace)
Hybridizace probihd podle denaturacni teploty dvoufetézcové templatové DNA s primerem
snizené o 5 °C. Obvykld teplota je mezi 50 a 55 °C. Nizkd teplota podstatné€ sniZuje

specificitu reakce, vysoka teplota brani amplifikaci [53].
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3. Syntéza nového retézce
Probihd obvykle pfi teploté 72 °C, coZ je optimdlni teplota pro Tag DNA polymerasu. Délka
kroku je dédna rychlosti syntézy nového fetézce. Pro fragmenty do 1 kbp to byvd 30 az 60
sekund, pro useky 6 — 10 kbp aZ 15 minut [53].

4. Opakovani kroku
Produkt vznikly tfetim krokem se stdva substratem pro dalsi cyklus. Cykly se obvykle opakuji
30 az 40x.

6.4 Detegce produktu PCR pomoci gelové elektroforézy na agarose

PCR je metoda, kterd umoZiuje identifikaci jediné kopie DNA ve vzorku tim, Ze tuto
sekvenci namnozi do té miry, Ze ji mizeme detegovat [41]. PCR produkty (amplikony)
se nejcastéji deteguji pomoci gelové elektroforézy na agarose.

Po probéhnuti PCR je ziskdna smés amplikont, ve které je obsazeno velké mnoZstvi
amplifikovanych fragmentd DNA. Aby tyto amplikony mohly byt detegovany, musi
byt vizualizovdny. Nejvice pouZivanou metodou je v tomto piipadé agarosovd gelova
elektroforéza [50].

Velikost produktu PCR porovnivdme se standardem DNA (DNA Zebricek), ktery obsahuje
DNA fragmenty o zndmé velikosti.

Gelova elektroforéza déli fragmenty DNA podle velikosti. DNA se vzhledem k negativnimu
ndboji pohybuje smérem ke kladné elektrode€, pficemz delSi fragmenty DNA se pohybuji
pomaleji, protoZe jsou v hustém gelu vice zpomalovany. Po nékolika hodindch se fragmenty
v gelu rozdé&li podle velikosti.

DNA vsak neni na agarosovém gelu mozno vidét. Je proto nutné ji né&jakym zpusobem
oznacit. Jednou z citlivych metod detegce je smichani DNA s latkou (napf. ethidium bromid),

kterd po navdzani na DNA fluoreskuje v ultrafialovém svétle [41].

6.5 Provadéni - optimalizace PCR

PCR je velmi citlivd metoda. Musime proto pfijmout adekvétni opatteni, abychom se vyhnuli
kontaminaci jinymi molekulami DNA, vyskytujicimi se v laboratornim prosttedi (bakterie,
viry, cizorodd DNA atd.). Michani reakéni smesi musi byt provddéna ve specidlnim boxu
vyzafeném UV lampou za pouZiti sterilnich rukavic. Stejné tak musi byt oddéleny Cdsti
laboratofe, v nichZ se provadi izolace DNA, piiprava smési pro PCR a detegce produkti PCR.
VZdy musi byt provadéna pozitivni a negativni kontrola pro odhaleni pfipadné kontaminace

nekteré komponenty reakce.
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7 MAGNETICKE NOSICE PRO IZOLACI DNA V KVALITE
VHODNE PRO PCR

Magnetické sorbenty, nosiCe nebo modifikdtory je moZno vyuZit pro izolaci nebo
magnetickou modifikaci biologicky aktivnich litek, bun€k, subceluldrnich komponent,
kontaminant Zivotniho prostfedi nebo jinych slozek studovaného systému [54], [55], [56],
[571, [58], [59], [60]. Principem magnetickych separaci je obvykle adsorpce cilové slouceniny
nebo bunky na magnetické Céastice a ndsledné odstranéni vytvoreného komplexu
ze studovaného systému pomoci vnéjsiho magnetického pole. V piipad€ pozitivnich separaci
jsou magneticky modifikovdny a izolovany piimo Zadané slouceniny nebo buiiky, v piipadé
separace negativni se naopak ze systému odstraiiuji nékteré neZadouci slozky, pfiCemz
dochdzi k nabohaceni Zddanych komponent systému. Magnetické separace jsou jednou
z perspektivnich moZnosti, jak ve vybranych piipadech urychlit nebo usnadnit nekteré bézné
pouzivané separaCni postupy a metody. Obecné je pouZziti selektivni magnetické separace
vyhodné zejména pfi préaci v heterogennich, suspenznich systémech. Podobné vyhody skytaji
i enzymy nebo bunky imobilizované na magnetické nosice, kdy je mozné jejich selektivni
odstranéni ze systému po prob&hnuti enzymové reakce. V souCasné dobé se magnetické
separace vyuZzivaji v mikrobiologii, bunééné biologii, molekuldrni biologii, 1ékafstvi,
biochemii, biotechnologiich a ekologii.

Pro separace v magnetickém poli je potiebné zdkladni vybaveni, predev§im vhodny
magneticky separdtor a podle charakteru price piisluSny magneticky sorbent nebo nosi¢
s imobilizovanymi afinitnimi ligandy.

Nejcastéji pouzivanymi magnetickymi materialy pro pfipravu magnetickych nosicli a sorbentt
jsou praSkové oxidy Zeleza magnetit (oxid Zeleznato-Zelezity, Fe3O4) a maghemit (gama-oxid
Zelezity, gama-Fe;03), ddle oxid chromicity CrO,, praSkové Zelezo, nikl a ferity. Tyto
materidly mohou byt zakoupeny od riznych dodavateli, nebo mohou byt pfipraveny
v laboratofi [61], [62]. Jsou popsdny i experimenty s Cdsticemi magnetovce izolovanymi
z magnetosomu magnetotaktickych bakterii [63], [64], [65]. Kromé magnetickych Castic 1ze
pro né&které aplikace vyuZit i tzv magnetické kapaliny (ferrofluids, magnetic fluids)
tj. suspenze velmi jemnych magnetickych ¢astic (o pruméru 2 — 20 nm) ve vhodné

nemagnetické nosné kapaliné [66], [67].
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Magnetické Castice vykazuji magnetické vlastnosti jen v pfitomnosti vné€jStho magnetického
pole. Nevykazuji vSak rezidudlni magnetismus, a pokud nejsou v bezprostfedni blizkosti
magnetického pole, vytvaii homogenni suspenzi (jsou tzv. paramagnetické).

Pro separaci celkové DNA se osvédcCily hydrofilni neporézni nosi¢e o prameéru asi 1 um
(Obr. 8). Tyto nosiCe maji na svém povrchu karboxylové skupiny (vysledek oxidace
hydroxylovych skupin), pomoci nichZ reverzibiln¢ adsorbuji DNA. Reverzibilni navizini
DNA na tyto nosiCe probihd v pfitomnosti poly(ethylen glykolu) 6000 a chloridu sodného
[68], [69].

T 3 ' — g
Obr. 8: Elektronovd mikroskopie magnetickych nosicit P(HEMA-co-GMA) (upraveno dle
Spanova’ a kol. 2004) [70]

Pro selektivni separaci DNA lze vyuZit nosice funkcionalizované streptavidinem s navdzanou
biotinylovanou sondou. Systém streptavidin-biotin je povazovan za nejsiln€j$i nekovalentni
biologicky zndmou interakci, jejiZz disociacni konstanta Ky je 4 X 10 M. Vazba se tvoii
velmi rychle a stabiln€ v Sirokém rozmezi pH a teploty. Streptavidin je protein izolovany
z aktinobakterie Streptomyces avidinii, zatimco biotin je vitamin ze skupiny B pfitomny
ve vSech bunkach [71].

Magnetické separacni techniky jsou jednou z moznosti, jak urychlit nebo usnadnit nekteré
bé&Zne€ pouzivané separaCni a purifikacni techniky izolace DNA v kvalité vhodné pro PCR,

jakou je napt. fenolovd extrakce. VyuZzivaji malé magnetické Castice [53].
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8 CIL PRACE
Cilem diplomové prace bylo izolovat DNA v kvalité vhodné pro PCR z 5 mlé¢nych vyrobkua
pro détskou vyZivu a provést rodovou a druhovou identifikaci probiotickych bakterii.
Soucasti prace bylo:
® Izolace a purifikace kontrolni bakteridlni DNA metodou fenolové extrakce
e Piiprava hrubych lyzath bunék obsazenych ve vyrobcich a izolace DNA pomoci
magnetického nosi¢e PIHEMA-co-GMA).
¢ Provedeni rodové specifickych PCR pro rody Bifidobacterium a Lactobacillus
¢ Provedeni druhové specifickych PCR pro druhy Bifidobacterium animalis, B. bifidum,
B. breve, B. longum ssp. infantis, B.longum ssp. longum a Streptococcus thermophilus

e Porovnani vysledka s ddaji od vyrobct u analyzovanych vyrobka
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9 EXPERIMENTALNI CAST

9.1 Pristroje a pomucky

Centrifuga (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko)

Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Fotoaparét (Canon powershot A470)

Laboratorni véhy (Kern & Sohn, Némecko)

Magneticky separdtor Invitrogen Dynal AS (Dynal Biotech, Oslo, Norsko)
Mikropipety Discovery HTL o objemu 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl (Discovery HTL,
VarSava, Polsko)

Mikrovlna trouba SMW 5020 (Sencor, CR)

Minicentrifuga C1301 (Labnet international, Inc., USA)

Minicycler PTC 150 (MJ Research, Watertown, USA)

NanoPhotometr (Implen, Némecko)

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

Termostat — Mini incubator (Labnet, USA)

Translumindtor TVR 3121 (Spectroline, Paramount, USA)

Zaftizeni pro elektroforézu Easy-Cast, model B1 (Owl Scientific, USA)
Zdroj elektrického napéti Lighting volt Power Supply, model OSP-300 (Owl
Scientific, USA)

BéZné laboratorni sklo a pomucky.

9.2 Material

Vsechny pouzité chemikalie byly v Cistoté€ p. a.

9.2.1 Realné vzorky vyrobku

Vyrobky vybrané k analyze a jejich sloZeni jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Vyrobky vybrané k analyze a jejich sloZeni

Vyrobek

SlozZeni

Nestlé BEBA pro 2

Susené odtucnéné mléko a bilkoviny mlécné syrovatky,
smeés rostlinnych oleja, syrovatkovy permem, laktoza,
vitaminy, obilninovy a bramborovy Skrob, minerdly a
stopové prvky, sojovy lecitin, rybi olej, rostlinny olej
(LC-PUFA), suSené Dbakterie mlécného kvaseni

(termofilni a bifidogenn{ kultury)

Nestlé BEBA pro 2 good night

Susené odtucnéné mléko a bilkoviny mlécné syrovatky,
smeés rostlinnych oleja, syrovatkovy permem, laktoza,
vitaminy, obilninovy a bramborovy Skrob, minerdly a
stopové prvky, sojovy lecitin, rybi olej, rostlinny olej
(LC-PUFA), suSené Dbakterie mlécného kvaseni

(termofilni a bifidogenn{ kultury)

Nestlé BEBA pro 1

Syrovatkova bilkovina a kasein, laktéza, LC-PUFA,

vitaminy, minerdly, nukleotidy

Hero Baby Lactum 2

Obsahuje probiotika a prebiotika

Babio Biomléko 2 s probiotiky

Odtucnéné susené biomléko, sladkd suSend biosyrovatka
z  Casti  demineralizovand, rostlinné  biooleje,
biomaltodextrin, bioSkrob kukuficny, vajeCné
fosfolipidy, rybi olej, fosforeCnan vdpenaty, citran
sodny, chlorid védpenaty, vitamin C, kultury
bifidobakterii BiFiComplexu, citran Zelezity, niacin,
siran zineCnaty, D-pantotendt vdipenaty, vitamin E,
vitamin A, siran médnaty, vitamin B;, vitamin Bg,
vitamin B,, jodid draselny, kyselina listovd, vitamin Kj,

biotin, seleniCitan sodny, vitamin D3

9.2.2 Kontrolni sbirkové bakterialni kmeny

Byly pouZity sbirkové a typové kmeny:

- Bifidobacterium animalis CCM 4988"
- Bifidobacterium bifidum CCM 3762
- Bifidobacterium breve CCM 3763
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Bifidobacterium infantis CCM 17930

Bifidobacterium longum CCM 4990

Lactobacillus acidophilus CCM 48335

Streptococcus thermophilus CCM 4757 (hruby lyzét bunék)

Po kultivaci v MRS médiu byly pfipraveny hrubé lyzity bunek. Byly pouZity pro izolaci DNA

fenolovou extrakci. DNA byla pouZita jako kontrola pro PCR.

9.2.3

9.2.4

9.2.5

9.2.6

9.2.7

Komponenty k promyti vzorku a izolaci bunék

Sterilni destilovana voda

Komponenty pro pripravu hrubého lyzatu bunék

Lyzaéni roztok (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; SmM EDTA, pH 8,0; lysozym 3mg/ml)

20% SDS
Proteinasa K (100 pg/ml)

Komponenty pro izolaci DNA pomoci magnetickych nosicu
Voda

5 M NaCl

DNA (hruby lyzat bunék)

PEG 6000 (40 %)

Magneticky nosi¢ (2 mg/ml)

70% ethanol

TE pufr (10 mM Tris HCI, pH 7,8; 1ImM EDTA pH 8,0)

Komponenty pro izolaci DNA pomoci fenolové extrakce
Hrubé lyzaty bunék

Fenol (pH 7,8)

TE pufr (pH 7,8)

Chloroform — isoamylalkohol (24:1)

Komponenty pro pripravua PCR smési
Voda pro PCR

Reakéni pufr kompletni (10x koncentorvany)
Smés dNTP (10 mM)

Primer 1 (10 pmol/ul)

Primer 2 (10 pmol/ul)
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9.2.8

9.2.9

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

DNA standard pouzity pri agarosové gelové elektroforéze

DNA standard 100 bp Zebricek (Malamité, Moravské Prusy, CR) — obsahuje
fragmenty DNA o délce 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200
a 1500 bp.

Roztoky pro agarosovou gelovou elektroforézu

Tris — bordt — EDTA (TBE) pufr: Tris-HCI (54g), kyselina boritd (27,5g), 0,5 mol.I"!
EDTA (pH 8,0; 20 ml) — pfed pouZitim byl koncentrovany pufr 10x zfedén
destilovanou vodou.

NanaSeci pufr (6x koncentrovany): bromfenolova modi (Top-Bio, Praha,. CR)

Fluorescenéni barvivo: ethidium bromid (500 pg/ml)

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

9.3 Metody —izolace DNA z realnych vzorku

9.3.1

1.

i

9.3.2

Zpracovani vyrobku

Byl navdzen 1 g vzorku a byl rozpustén v 5 ml sterilni vody

Takto ptfipraveny vzorek byl rozdélen po 1 ml do 5 sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek
Vzorky se centrifugovaly pfi 14 000 ot/min po dobu 5 minut

Supernatant byl opatrné slit, sediment byl resuspendovin a promyt 1 ml sterilni vody
a opét centrifugovén za stejnych podminek.

Promyti se opakovalo minimédlné¢ 5x s prubéZnym slu¢ovanim vzorku do jedné

mikrozkumavky

Priprava hrubého lyzatu bunék

K sedimentu bunék byl pfiddn 1 ml lyzaéniho roztoku (10 mM Tris-HCI, pH 7,8;
5 mM EDTA; lysozym 3mg/ml), ve kterém byl sediment resuspendovan.

Vzorek byl inkubovén 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

Ke smé&si bylo pfiddno 50 ul 20% SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml).

Vzorky byly inkubovany 3 hodiny pii 55°C.
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9.3.3 Separace DNA magnetickymi mikrocasticemi
1. Do 1,5 ml mikrozkumavek byla pfipravena smés dle Tabulky 2. Pro separaci
byly pouZity magnetické mikro&astice PCHEMA-co-GMA) pfipravené na Ustavu
makromolekuldrni chemie AV CR v Praze (ing. D. Horék, CSc.).
Tabulka 2: Smés pro separaci DNA
Krok Slozka Podil (hm)
1 Voda 100
2 NaCl (5 M) 200
3 DNA (hruby lyzat bunék) 50
4 PEG 6000 (40 %) 100
5 Magneticky nosi€ (0,2 mg/ml) 50
Celkem 500
2. Smés byla inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté.
3. Smé&s byla umisttna do magnetického separdtoru a magnetické Castice
byly separovédny 15 minut pfi laboratorni teplote.
4. Po uplynuti doby byl opatrné odebran supernatant.

5. Z magnetického separdtoru byl vyjmut magneticky pds, do mikrozkumavek

s Casticemi bylo ptiddano 500 ul 70% etanolu.

Vzorek byl promichan, do separdtoru byl zasunut magneticky pds a po 2 minutich
byl etanol opatrné€ odebran.

Mikrozkumavky byly vyjmuty ze separdtoru a etanol se nechal samovoln¢ odpafit.
DNA adsorbovand na magnetickych Casticich byla eluovédna pfi laboratorni teploté
do 50 ul TE pufru.

Po 30 minutich se Céastice odseparovaly pomoci magnetického separdtoru a eludt

obsahujici DNA byl odebran do ¢istych 1 ml mikrozkumavek.

9.4 Metody —izolace DNA z kontrolnich sbirkovych kmenu bakterii

DNA byla izolovana z hrubych lyzati bunék.

94.1

Kultivace bunék

Byly kultivovadny buriky bakteridlnich kment uvedené v kapitole 9.2.2.
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9.4.2

Pelet lyofilizované kultury byl rehydratovidn a naockovan do tekutého MRS (de Man,
Rogosa, Sharp) média s cysteinem (3 % inokulace) a soub&€Zné na MRS agar
s cysteinem (0,05 %) pro kontrolu Cistoty kultury.

Buniky rodu Lactobacillus se kultivovaly za aerobnich podminek ptfi 37°C po dobu
24 hodin., resp. 48 hodin pfi kultivaci na pevném médiu.

Buiiky rodu Bifidobacterium se kultivovaly za anaerobnich podminek pifi 37°C
po dobu 24 hodin., resp. 48 hodin pfti kultivaci na pevném médiu.

Poté byly pfeockovény do tekutého média (1 % inokulace)

Po kultivaci byla provedena lyze buiiek a izolace bakteridlni DNA

U bunék narostlych v tekuté kultufe byla provedena kontrola Cistoty bakteridlni

kultury.

Kontrola cistoty bakterialni kultury

Cista kultura musi obsahovat pouze jeden druh kolonif.

1.

9.4.3

Kontrola byla provedena vysevem (kiiZovym roztérem) bakteridlni kultury narostlé
v tekutém Zivném médiu na misku s pevnym MRS agarem

Kultivace byla provedena pies noc (cca 2 dny) v termostatu pfi teploté 37°C

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

jednotlivych kolonii.

Lyze bakterialnich bunék

I ml bunécné kultury v 1,5 ml Eppendorfovych zkumavkach se centrifugoval pfti
15 000 ot/min po dobu 5 minut

Supernatant byl opatrné slit, sediment byl ponechdn dobfe okapat.

Sediment byl resuspendovin v 1 ml lyza¢niho pufru (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; SmM
EDTA, pH 8,0) — nejdfive bylo ptiddno 100 ul pufru, a po promichani bylo pfiddno
zbylych 900 ul a suspenze byla opét promichédna.

Suspenze byla centrifugovana pti 15 000 ot/min po dobu 5 minut.

K sedimentu bylo pfiddno 500 pl lyzaéniho pufru I (10 mM Tris-HCI, pH 7,8; 5 mM
EDTA, pH 8,0; 3 mg/ml lysozymu). Sediment byl dobfe nesuspendovén.

Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pfi laboratorni teploté za ob¢asného promichani.

K suspenzi bylo pfiddno 12,5 pl 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (100 pg/ml)
a suspenze byla promichéna.

Vzorky byly za obc&asného promichdni inkubovéany pfi 55°C do projasnéni roztoku

(asi 3 hodiny).
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10.

9.4.4

Poté bylo pfiddno 10 ul RNasy A (100 pg/ml) a smé&s byla po promichédni inkubovéana
pii 37°C, 30 minut.

Z takto ptripraveného hrubého lyzitu bunék byla izolovdna DNA. Hruby lyzit bun¢k
byl uchovévan pfti -20°C.

Izolace bakterialni DNA z hrubého lyzatu bunék fenolovou extrakci

K 500 pl lyzédtu bunék byl pfiddn stejny objem fenolu (pfedestilovany, pH upraveno
na hodnotu 7,8). Smés byla kyvavym pohybem opatrn€ promichdvana 4 minuty.

Smés byla centrifugovdna pfi 15 000 ot/min po dobu 5 minut.

Pomoci Spicky s ustfizenym hrotem byla odebrdna vodni fize s DNA do Ccisté
Eppendorfovy zkumavky.

Vodni faze s DNA byla doplnéna TE pufrem na objem 500 ul a bylo pfiddno 700 ul
smesi chloroform-isoamylalkohol (24:1). Smés byla opatrné promichdvana kyvavym
pohybem po dobu 4 minut.

Smés byla centrifugovdna pfi 15 000 ot/min po dobu 5 minut.

Horni vodni faze s DNA byla odebrédna do Cisté Eppendorfovy zkumavky

9.5 Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA

1.
2.

Spektrometr byl vynulovdn na TE pufr

Byla zméfena absorbance vSech vzorki DNA pfi vinovych délkach 230, 260, 280
a 320 nm; byla odectena koncentrace DNA [ng/ul] a pomeéry vlnovych délek
260 nm / 280 nm.

9.6 Polymerasova retézova reakce

Pokud se sloZeni reakéni smeési neli$i, je vhodné pfipravit tzv. master mix smichdnim

jednotlivych komponent vyndsobenych poctem vzorkl. Slozeni PCR smési pro jeden vzorek

je uvedeno v Tabulce 3. Pro ovéfeni Cistoty vSech komponent je nutné zaradit do rekce

negativni kontrolu. Jeji sloZeni je totoZné se sloZzenim PCR smé&si, pouze misto DNA matrice

se prida sterilni PCR voda.
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Tabulka 3: Smés pro PCR

PCR komponenta Mnozstvi [ul]
Voda pro PCR 19,0

10 x reak¢ni pufr kompletni 2,5

DTP [10 mM] 0,5
Primer 1 [10 pmol/ul] 0,5
Primer 1 [10 pmol/ul] 0,5

Tag DNA polymerasa [1 U/ul] 1,0
DNA matrice [10 ng/ul] 1,0

1. Bylo pfipraveno potfebné mnoZzstvi master mixu a do 0,2 ml mikrozkumavek
bylo napipetovédno 24 ul této smeési.

2. Do mikrozkumavek byl pfidan 1 pl DNA matrice.

3. Smés byla dikladné promichdna a mikrozkumavky byly umistény do termocykleru.

4. K reakci byly pouzity predem nastavené programy. (Parametry jednotlivych programu

a pouzité primery jsou uvedeny v ndsledujici kapitole).

9.7 Programy pro PCR
Prvnimu kroku predchédzelo u vSech programt zahtati na teplotu 94 °C po dobu 5 minut

a po poslednim kroku dosyntetizovani produkti PCR pfti 72 °C po dobu 10 minut.

9.7.1 Rodové specificka PCR pro Bifidobacterium
Specifické primery (velikost amplikonu 914 bp) [72]:

Pbi F1 CCG GAATAGCTC

Pbi R2 GAC VAT GCA CCA CCT GTG A
Program pro amplifikaci DNA: BIFI 30
Pocet cykla: 30

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

9.7.2 Rodové specificka PCR pro Lactobacillus

Specifické primery (velikost amplikonu asi 250 bp) [73]:
LbLMA 1-rev CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA
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Program pro amplifikaci DNA: LBC ROD
Pocet cykla: 30

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

9.7.3 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium 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 DNA: B.ANIM
Pocet cykla: 30

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

9.7.4 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium bifidum
Specifické primery (velikost amplikonu 278 bp) [74]:
BiBIF-1 CCA CAT GAT CGC ATGTGATT
BiBIF-2 CCG AAG GCT TGC TCC CAA
Program pro amplifikaci DNA: MATSUKI
Pocet cykla: 35

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

9.7.5 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium breve

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

Program pro amplifikaci DNA: MATSUKI viz kapitola 9.7 .4.

9.7.6 Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium longum ssp. infantis
Specifické primery (velikost amplikonu 828 bp) [74]:

BiINF-1 TTC CAG TTG ATC GCATGG T

BiINF-2 GGA AAC CCC ATC TCT GGG AT
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Program pro amplifikaci DNA: MATSUKI viz kapitola 9.7 .4.

9.7.7

Druhové specificka PCR pro Bifidobacterium longum ssp. longum

Specifické primery (velikost amplikonu 831 bp) [74]:

BiLON-1 TTC CAG TTG ATC GCA TGG TC
BiLON-2 CGA AGG CTT GCT CCC AG

Program pro amplifikaci DNA: MATSUKI viz kapitola 9.7 .4.

9.7.8 Druhové specificka PCR pro Streptococcus thermophilus

Specifické primery (velikost amplikonu 968 bp) [75]:

S.therm-1 CAC TAT GCT CAG AAT ACA
S.therm-2 CGA ACA GCATTG ATGTTA

Program pro amplifikaci DNA: STRT
Pocet cykla: 35

1.
2.
3.

Denaturace 95 °C /60 sekund
Hybridizace 58 °C / 60 sekund
Syntéza DNA fetézce 72 °C /60 sekund

9.8 Agarosova gelova elektroforéza produktu PCR

Agarosova gelova elektroforéza byla pouzita k detegci vzniklych produkti PCR. Byl pouzit

gel o hustoté 1,8 %

9.8.1

1.

Priprava gelu

Agarosa byla smichidna s TBE pufrem v pomeéru: 1,8 g agarosy na 100 ml
0,5x koncentovaného TBE pufru.

Smés byla rozvatena v mikrovinné troubé za vzniku homogenni smési.

Smés se nechala vychladnout na teplotu asi 60°C

Smés byla nalita do elektroforetické vanicky s hfebinkem, kterd byla umisténa
ve vodorovné poloze.

Gel se ponechal 30 — 60 minut tuhnout.

Pred nandSenim vzorku na gel byl hiebinek z vanicky opatrn€ vyjmut.

Nanaseni produktu PCR na gel
Do mikrozkumavky s PCR produktem (25 pl) bylo pfiddno 5 pl nandSeciho pufru
(6x koncentrovaného).

Cela smés (30 ul) byla nanesena do komurky gelu.
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9.8.3

9.8.4

. Na gel byl nanesen DNA standard (5 ul) 100 bp Zebiicek (100 — 1500 bp).

Gel byl vlozen do elektroforetické vany a prevrstven 0,5 x koncentrovanym TBE
pufrem (do vysky 3 — 5 mm nad gel) tak, aby mohla DNA migrovat od katody

k anodeé.

Prubéh elektroforézy

. Elektroforéza byla spusSténa zapnutim zdroje s napétim 80 V.

Separace byla ukoncena po migraci nandSectho pufru do 2/3 délky agarosového gelu

(asi 2 hodiny).

Detegce produktu PCR

Po skonéeni elektroforézy byl gel barven v lazni s ethidiumbromidem (0,5 pg / ml)
minimélné 30 minut.

Obarveny gel byl oplachnut vodou a prohlizen pod translumindtorem v UV svétle
o vlnové délce 305 nm.

Obarveny gel byl zdokumentovén fotograficky.
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10 VYSLEDKY

Bylo analyzovano 5 vzorkti mlé¢énych vyrobku uréenych pro détskou vyzivu (Tabulka 1).

10.1.1 Priprava hrubych lyzata bunék z kultur kontrolnich bakterialnich kmenu
Dle kapitoly 9.4.1 a 9.4.2 byly z Cistych bakteridlnich kultur (kapitola 9.2.2) pfipraveny hrubé

lyzaty bunek. Déle z nich byla izolovdna DNA pomoci fenolové extrakce.

10.2 Izolace DNA z hrubych lyzatia bunék bakterialnich kultur kontrolnich

kmenu metodou fenolové extrakce

Seznam kontrolnich sbirkovych kmend je uveden v kapitole 9.2.2.

Pomoci fenolové extrakce byla z hrubych lyzatd bunék izolovana DNA. Kvalita této
izolované DNA byla ovéfena spektrofotometricky (Tabulce 4).

Tabulka 4: Spektrofotometrické stanoveni cistoty a koncentrace DNA sbirkovych kmenii

A A A A A
c 230 | 260 | 280 | 320 |260nm/

Bakterialni kmen: [ng/pl]| 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 | 93,00 |0,015| 0,171 | 0,072 |-0,015| 2,138
Bifidobacterium breve CCM 3763 | 91,00 |0,013 | 0,164 | 0,069 |-0,018 | 2,092
Bifidobacterium infantis CCM 17930} 63,50 |-0,001| 0,113 | 0,047 |-0,014| 2,082
Bifidobacterium longum CCM 4990 {210,00/0,138 | 0,409 | 0,188 |-0,011| 2,111
Lactobacillus acidophilus CCM 48335]107,00/0,032 | 0,191 | 0,076 |-0,022 | 2,173
Streptococcus thermophilus CCM 4757 |134,50{0,003 | 0,143 | 0,092 | -0,053 | 2,003

¢ DNA byla izolovana v koncentraci 56,50 az 210,00 ng/ul

10.3 Piiprava mléénych vyrobku pro izolaci DNA
Z analyzovanych 5 vyrobku byly izolovany a promyty bunky dle kapitoly 9.3.1.

10.4 Priprava hrubych lyzatu bunék z 5 mléénych vyrobku
Dle kapitoly 9.3.1 a 9.3.2 byly z 5 redlnych vzorkt (kapitola 9.2.1) pfipraveny hrubé lyzaty

bunék. Déle z nich byla izolovdna DNA pomoci magnetického nosice.
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10.5 Izolace DNA z hrubych lyzatia bunék z 5 mléénych vyrobki magnetickym
nosi¢em

Dle kapitoly 9.3.3 byla izolovdna DNA pomoci magnetického nosiCe. Koncentrace DNA

byla stanovena spektrofotometricky (postup viz kapitola 9.5)

DNA byla izolovana zjednotlivych vyrobki v 5 opakovanich. Vysledky

spektrofotometrického stanoveni DNA udéva nasledujicich 5 tabulek (Tabulka 5, 6, 7, 8, 9)

Tabulka 5: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA z Nestlé BEBA pro 2

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 40,20 30,30 32,00 34,50 32,30
A 230 nm 0,836 0,733 0,613 0,657 0,845
A 260 nm 0,275 0,187 0,226 0,247 0,201
A 280 nm 0,293 0,215 0,226 0,280 0,240
A 320 nm 0,114 0,066 0,098 0,109 0,072
A 260 nm / A 280 nm 0,899 0,812 1,000 0,979 0,768

o Ze vzorku Nestlé BEBA pro 2 byla izolovina DNA v koncentraci
32,00 az 40,20 ng/ul.

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

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 25,80 30,50 22,00 28,50 30,50
A 230 nm 0,340 0,313 0,293 0,340 0,377
A 260 nm 0,167 0,240 0,142 0,197 0,209
A 280 nm 0,150 0,179 0,128 0,166 0,182
A 320 nm 0,064 0,118 0,054 0,083 0,087
A 260 nm / A 280 nm 1,198 1,544 1,189 1,373 1,284

o Ze vzorku Nestlé BEBA pro 2 good night byla izolovdna DNA v koncentraci
25,80 az 30,50 ng/ul.
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Tabulka 7: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA z Nestlé BEBA pro 1

1 2 3 4 5

¢ [ng/pl] 7,00 5,75 6,00 12,30 14,50

¢ [ng/pl] 0,125 0,107 0,128 0,160 0,093

A 230 nm 0,034 0,027 0,028 0,032 0,029

A 260 nm 0,037 0,034 0,036 0,035 0,040

A 280 nm 0,006 0,004 0,004 0,006 0,005

A 320 nm 0,903 0,767 0,750 0,832 0,793
o Ze vzorku Nestlé BEBA pro 1 byla izolovina DNA v koncentraci

5,75 az 14,50 ng/ul.

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA z Hero Baby Lactum 2

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 21,50 51,00 37,00 50,30 51,00
A 230 nm 0,495 1,147 0,856 1,067 1,091
A 260 nm 0,135 0,305 0,227 0,313 0,302
A 280 nm 0,142 0,326 0,245 0,340 0,319
A 320 nm 0,049 0,101 0,079 0,112 0,098
A 260 nm / A 280 nm 0,925 0,907 0,892 0,882 0,923

o Ze vzorku Hero Baby Lactum 2 byla izolovina DNA v koncentraci

21,50 az 51,00 ng/pl.

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA z Babio Biomlého 2 s probiotiky

1 2 3 4 5
¢ [ng/pl] 11,80 16,00 9,50 13,50 10,50
A 230 nm 0,319 0,394 0,213 0,254 0,232
A 260 nm 0,060 0,081 0,054 0,071 0,054
A 280 nm 0,077 0,096 0,058 0,071 0,055
A 320 nm 0,013 0,017 0,016 0,017 0,012
A 260 nm / A 280 nm 0,734 0,810 0,905 1,000 0,977

o Ze vzorku Babio Biomléko 2 s probiotiky byla izolovdna DNA v koncentraci
9,50 az 16,00 ng/ul.
e Ze vSech vyrobku byla izolovana DNA v dostate¢ném mnoZzstvi pro PCR
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10.6 Priprava DNA pro PCR a provadéni PCR

Jednotlivé vzorky DNA byly nafedény na koncentraci 10 ng / ul. Na koncentraci 10 ng / pl
byla nafedéna i DNA izolovana z kontrolnich sbirkovych kmenli metodou fenolové extrakce
(pozitivni kontrola).

Smeési pro PCR byly pfipraveny do 0,2 ml mikrozkumavek dle kapitoly 9.6

Mikrozkumavky s pfipravenymi smésmi pro PCR byly vloZzeny do termocykleru

a dle pouzitych primerti byl zvolen program pro amplifikaci (viz kapitola 9.7).

10.7 Identifikace bakterii pomoci PCR

Byly provedeny PCR (celkem 8 riznych PCR reakci) dle kapitoly 9.7 a byly detegovany
produkty PCR dle kapitoly 9.8. Amplifikovdno bylo 10 ng DNA / PCR smeés izolované
z jednotlivych vyrobk.
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10.7.1 Prukaz bakterii rodu Lactobacillus
Agarosova gelova elektroforéza produktti PCR specifickych pro rod Lactobacillus je uvedena

na Obr. 9. Specifické produkty PCR byly o velikosti 250 bp.

Obr. 9: Agarosovd gelovd elektroforéza produktit PCR specifickych pro rod Lactobacillus
1 2 3 4 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 ng/ul] Lactobacillus CCM 48335 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus nebyly detegovany, s vyjimkou
kontroly
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10.7.2 Prukaz bakterii rodu Bifidobacterium

Agarosova gelova elektroforéza produkti PCR specifickych pro rod Bifidobacterium je
uvedena na Obr. 10. Specifické produkty PCR byly o velikosti 914 bp.

Obr. 10: Agarosovd gelovd elektroforéza produktit PCR specifickych pro rod Bifidobacterium

1 2 3 4 5 6 7 8

bp
1500
914
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 ng/pl] B. animalis CCM 4988" +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro rod Bifidobacetrium byly detegoviany po amplifikaci

DNA izolované ze vSech vyrobk.
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10.7.3 Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium animalis
Agarosova gelova elektroforéza produktat PCR specifickych pro druh Bifidobacterium
animalis je uvedena na Obr. 11. Specifické produkty PCR byly o velikosti 925 bp.

Obr. 11: Agarosovd gelovd elektroforéza produktit PCR specifickych pro druh

Bifidobacterium animalis

1 2 3 4 S 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 ng/pl] B. animalis CCM 4988" +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacetrium animalis byly detegovdny po
amplifikaci DNA v béhu 2, 3 a 5 (izolované z Nestlé BEBA pro 2 good night, Nestlé
BEBA pro 1 a Babio Biomléko 2 s probiotiky). Po amplifikaci DNA z vyrobkt Nestlé
BEBA pro 2 a Hero Baby Lactum 2 produkty PCR detegovédny nebyly.

49




10.7.4 Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium bifidum
Agarosova gelova elektroforéza produktt PCR specifickych pro druh Bifidobacterium bifidum
je uvedena na Obr. 12. Specifické produkty PCR byly o velikosti 278 bp.

Obr. 12: Agarosovd gelovd elektroforéza produktit PCR specifickych pro druh
Bifidobacterium bifidum
1 2 3 4 5 6 7 8

bp
1500
1000
500
—278
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 ng/ul] B. bifidum CCM 3762 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacetrium bifidum byly detegoviny po
amplifikaci DNA v béhu 3 izolované z Nestlé BEBA pro 1. Po amplifikaci DNA
z vyrobki Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night, Hero Baby Lactum 2 a
Babio Biomléko 2 s probiotiky produkty PCR detegovany nebyly.
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10.7.5 Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium breve
Agarosova gelova elektroforéza produkti PCR specifickych pro druh Bifidobacterium breve
je uvedena na Obr. 13. Specifické produkty PCR byly o velikosti 288 bp.

Obr. 13: Agarosovd gelovd elektroforéza produktit PCR specifickych pro druh

Bifidobacterium breve

1 2 3 4 5 6 7 8

1500
1000
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—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 ng/ul] B. breve CCM 3763 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacetrium breve byly detegovany po
amplifikaci DNA v béhu €. 5 (izolované z vyrobka Babio Biomléko 2 s probiotiky).
Po amplifikaci DNA z vyrobka Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night,
Nestlé BEBA pro 1 a Hero Baby Lactum 2 produkty PCR detegovédny nebyly.
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10.7.6 Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium longum ssp. infantis
Agarosova gelova elektroforéza produkti PCR specifickych pro druh Bifidobacterium longum
ssp. infantis je uvedena na Obr. 14. Specifické produkty PCR byly o velikosti 828 bp.

Obr. 14: Agarosovd gelovd elektroforéza PCR produktit specifickych pro kmen

Bifidobacterium longum ssp. infantis

1 2 3 4 5 6 7 8

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

7 Negativni kontrola -

8 Pozitivni kontrola [10 ng/ul] B. infantis CCM 17930 +

+...produkt PCR detegovan
-...produkt PCR nebyl detegovan
e Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacetrium longum ssp. infantis byly
detegovany po amplifikaci DNA v béhu €. 3 a 5 (izolované z vyrobka Nestlé BEBA
pro 1 a Babio Biomléko 2 s probiotiky). Po amplifikaci DNA z vyrobku Nestlé BEBA
pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night a Hero Baby Lactum 2 produkty PCR
detegovany nebyly.
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10.7.7 Prukaz bakterii druhu Bifidobacterium longum ssp. longum

Agarosova gelova elektroforéza produkti PCR specifickych pro druh Bifidobacterium longum

je uvedena na Obr. 15. Specifické produkty PCR byly o velikosti 831 bp.

Obr. 15: Agarosovd gelovd elektroforéza PCR produktu specifickych pro druh

Bifidobacterium longum ssp. longum

1 2 3 4 5 6 7

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 ng/ul] B. longum CCM 4990 +

+...produkt PCR detegovan

-...produkt PCR nebyl detegovan

Produkty PCR specifické pro druh Bifidobacetrium longum ssp. longum byly

detegovany po amplifikaci DNA v béhu €. 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 probiotiky produkty PCR detegovany

nebyly.
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10.7.8 Prukaz bakterii druhu Streptococcus thermophilus

Agarosova gelova elektroforéza produktt PCR specifickych pro druh Streptococcus

thermophylus je uvedena na Obr. 14. Specifické produkty byly o velikosti 968 bp.

Obr. 16: Agarosovd gelovd elektroforéza produktit PCR 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 ng/ul] S. thermophilus CCM 4757 +

+...produkt PCR detegovan

-...produkt PCR nebyl detegovan
Produkty PCR specifické pro druh Streptococcus thermophilus byly detegovany po
amplifikaci DNA v béhu €. 1, 2 a 3 (izolované z vyrobk Nestlé BEBA pro 2, Nestlé
BEBA pro 2 good night a Nestlé BEBA pro 1). Po amplifikaci DNA z vyrobka Hero
Baby Lactum 2 a Babio Biomléko 2 s probiotiky produkty PCR detegovéany nebyly.
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10.8 Shrnuti vysledku prukazu bakterii ve vyrobcich pomoci PCR

Shrnuti vysledka PCR v analyzovanych mlécnych vyrobcich pro détskou vyZivu je uvedeno v

Tabulce 10.
Tabulka 10: Shrnuti vysledkit PCR
5
2] o~
= S
3 2 o
$ |f s s £
g |3 |%S |§ € | § |8 %
S 5|5 |2 |2 |8 % |8 ¢
A = = Q < = =
~ ~ S |13 |5 |F |8 S §
Vzorek € |€ |8 |8 |8 |8 |8 [ & S
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 2S s - + + - + + - -
probiotikem

Ve vSech vyrobcich byla prokdzana DNA rodu Bifidobacterium.

Rod Lactobacillus nebyl detegovén ani v jednom vyrobku.

Ve vSech tfech vyrobcich od firmy Nestlé byla detegovana DNA Bifidobacterium
animalis a Streptococcus thermophilus.

V Nestlé BEBA pro 1 bylo detegovdno vedle DNA druhu Bifidobacterium animalis
i DNA Bifidobacterium longum ssp infantis.

V Hero Baby Lactum 2 byla detegovina DNA dvou druhG Bifidobacterium,
a to Bifidobacterium bifidum a Bifidobacterium longum ssp. longum.

V Babio Biomléko 2S s probiotikem byly detegovany 3 druhy rodu Bifidobacterium,
a to Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve a Bifidobacterium longum ssp

infantis.
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10.9 Srovnani vysledki PCR s ddaji deklarovanymi vyrobcem

Jednotlivi vyrobci uddvali rdmcové sloZeni probiotik ve vyrobcich (s vyjimkou jednoho

vyrobce). Srovnani vysledkt je uvedno v Tabulce 11.

Tabulka 11: Srovndni vysledkit

Vyrobek

Co udava vyrobce

Vlastni vysledek

Nestlé beba pro 2

Termofilni bakterie

Bifidogenni bakterie

Streptococcus thermophilus

Bifidobacterium animalis

Nestlé BEBA pro 2 good
night

Termofilni bakterie

Bifidogenni bakterie

Streptococcus thermophilus

Bifidobacterium animalis

Nestlé BEBA pro 1

Neudava

Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium longum

ssp. infantis

Hero Baby Lactum 2

Probiotika

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium longum

ssp. longum

Babio Biomléko 2 s

probiotikem

Bifidobakterie

Bifidobacterium animalis
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium longum

ssp. infantis

e Vysledky PCR jsou v souladu s udaji deklarovanymi vyrobcem (s vyjimkou jednoho

vyrobku, u néhoZ nebyly uvedeny). Probiotické bakterie byly navic zafazeny

do druhu.
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11 DISKUZE

Doplnek stravy neni 1éCivo, 1éCivy piipravek ani 1éCiva latka. Definice doplinki stravy
je uvedena v zdkoné€ o potravindch. Jde o potraviny, jejichZz dcelem je dopliiovat béZnou
stravu. Maji vysoky obsah vitamind, minerald nebo jinych latek s nutri¢nim ¢i fyziologickym
ucinkem [76]. Jako dopln€k stravy se mohou vyuzivat i probiotika. Probiotické bakterie
se mohou navic pfidavat i do nejraznéjsich potravinovych vyrobki.

Tato diplomovd prace byla zaméfena na prukaz probiotickych bakterii u 5 vyrobku
probiotické mlécné vyzivy pro déti.

Cilem byla identifikace druht probiotickych a termofilnich druht bakterii (Rod Lactobacillus,
Bifidobacterium a druhu Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum ssp. infantis, Bifidobacterium longum ssp. longum
a Streptococcus thermophilus.). Vybrano bylo pét volné prodejnych mlécnych vyrobku pro
deti. Bakterie byly identifikovany v ptipravcich Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good
night, Nestlé BEBA pro 1, Hero Baby lacrum 2, Babio Biomléko 2 s probiotikum.
Pro analyzu byla vyuzita nekultivacni molekuldrné — biologickd metoda DNA amplifikace
(PCR).

Jak je uvedeno vySe, v soucasné dob€ se pro rychlou identifikaci mikroorganismi stale
ve ve&tsi mite vyuZivaji molekuldrn€ biologické postupy, zejména polymerasovd feté€zova
reakce. Redlné vzorky potravin a hrubé lyzity bun€k v nich obsazené vSak Casto obsahuji
inhibitory PCR, které jsou pii¢inou falesné negativnich vysledkd nebo snizuji citlivost PCR.
Proto je tfeba vénovat pozornost izolaci a purifikaci DNA. Nejvice pouZzivanou metodou
izolace DNA je fenolova extrakce. Uvedeny postup je vSak pracny a zdlouhavy. Proto jsou
hleddny alternativni metody izolace bakteridlni DNA. Kizolaci DNA z bun€k bakterii
mlécného kvaSeni pfitomnych ve vyrobcich se osvédc¢ila metoda vyuZivajici nespecifické
adsorpce DNA na magnetické nosiCe v prostiedi vysoké koncentrace PEG 6000 a chloridu
sodného [77]. Tento postup izolace DNA byl zvolen i pro tuto diplomovou préci.

Takto izolovand DNA byla amplifikovatelna v PCR.

11.1 Rodové specifické PCR pro rod Lactobacillus a Bifidobacterium

V PCR pro rod Lactobacillus byl detegovan specificky produkt PCR o velikosti 250 bp pouze
u pozitivni kontroly, u vSech péti testovanych vzorkt (Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA
pro 2 good night, Nestlé BEBA pro 1, Hero Baby lacrum 2, Babio Biomléko 2 s probiotikem)

detegovan nebyl. Nebyla tim prokdzédna pfitomnost bakterii rodu Lactosacillus v testovanych
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vyrobcich. Zadny vyrobce bakterie rodu Lactobacillus ve vyrobcich nedeklaroval, tj. tedy
nevyuzil bakterie rodu Lactobacillus jako ptidavek probiotickych bakterii.

V PCR pro rod Bifidobacterium byl detegovan specificky produkt PCR 914 bp u vSech péti
testovanych testovanych vzorkll (Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night, Nestlé
BEBA pro 1, Hero Baby lacrum 2, Babio Biomléko 2 s probiotikem).

Byla tim potvrzena piitomnost bakterii rodu Bifidobacterium ve vSech testovanych
prepardtech. Ve vyrobcich Nestlé BEBA pro 2, Nestlé BEBA pro 2 good night
a Babio Biomléko 2 s probiotikum vyrobce piimo uvadi, Ze obsahuji bifidobakterie.

Ve vyrobku Hero Baby lacrum 2 vyrobce uvadi, Ze vyrobek obsahuje probiotika. Vzhledem
k tomu, Ze bakterie rodu Bifidobacterium jsou povazovdny za probiotické, je toto
konstatovéni ve shod¢ s udaji deklarovanymi na vyrobku. Pouze u vyrobku Nestlé BEBA pro
1 vyrobce neuvadi pifitomnost probiotik na obalu, byly tam vSak detegovany zdstupci rodu
Bifidobacterium. Dle nové legislativy bude nezbytné uvadét veSkeré udaje. Pouzivani vice
druhti probiotickych bakterii ve vyrobcich se vyuzivd z divodu raznych probiotickych

vlastnosti, kterym se neodliSuji pouze druhy, ale i jednotlivé kmeny jednoho druhu [79].

11.2 Druhové specifické PCR

Bylo provedeno 5 druhové specifickych PCR pro druhy Bifidobacterium animalis, B. bifidum,
B. breve, B. longum ssp. infantis, B. longum ssp. longum. Z literatury je zndmo, Ze tyt druhy
se Casto vyuZzivaji jako probiotické [20].

Ruzné druhy byly ve vyrobcich prokdzany. Ve 2 vyrobcich byl prokazan 1 druh, ve dvou
vyrobcich 2 druhy a v 1 vyrobku 3 druhy. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 13.

Srovnani dosaZenych vysledkd s tdaji deklarovanymi vyrobci (Tabulka 11), ukazuji, Ze tato

prace umoznila identifikovat jednotlivé druhy Bifidobacterium.

11.3 Druhové specificka PCR pro Streptococcus thermophilus

PCR pro druh Streptococcus thermophilus byl detegovan specificky PCR produkt 968 bp u 2.
a 3. vzorku (Nestlé BEBA pro 2 good night, Nestlé BEBA pro 1).

Byla tim potvrzena ptitomnost bakterii Streptococcus thermophilus ve vzorcich Nestlé BEBA

pro 2 good night, Nestlé BEBA pro 1, u nichZ vyrobce uddvéa piitomnost termofilnich bakterii.

11.4 Shrnuti rodové a druhové identifikace probiotik ve vyrobcich

Shrnuti rodové a druhové identifikace probiotickych bakterii ve vyrobcich je ndsledujici:
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Vyrobek ¢. 1 Nestlé BEBA pro 2
Ve vzorku Nestlé BEBA pro 2 vyrobce udavd termofilni a bifidogenni bakterie. Ve vyrobku
byl prokdzan rod Bifidobacterium, druh Bifidobacterium animalis. Byla prokdzéna piitomnost

termofilnich bakterii Streptococcus thermophilus.

Vyrobek ¢. 2 Nestlé BEBA pro 2 good night
Ve vzorku Nestlé BEBA pro 2 good night vyrobce udava, stejn€ jako u vzorku €. 1 — Nestlé
BEBA pro 2, termofilni a bifidogenni bakterie. U tohoto vyrobku byla prokdzdna piitomnost
bakterii rodu Bifidobacterium, druhu Bifidobacterium animalis a déale Streptococcus

thermophilus.

Vyrobek ¢. 3 Nestlé BEBA pro 1
Ve vyrobku Nestlé BEBA pro 1 vyrobce neuddva bakteridlni sloZeni. Ve vzorku byl prokdzin
vyskyt bakterii rodu Bifidobacterium, a druht Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium

longum ssp. infantis a Streptococcus thermophilus.

Vyrobek ¢. 4 Hero Baby lactum 2
Ve vyrobku Hero Baby lacrum 2 vyrobce udédvd, Ze obsahuje probiotika. Z probiotickych
bakterii byly stanoveny rody Bifidobacterium a druhy Bifidobacterium bifidum

a Bifidobacterium longum ssp. longum.

Vyrobek ¢. 5 Babio Biomléko 2 s probiotikem
Ve vyrobku Babio Biomléko 2 s probiotikem vyrobce uddvd, Ze obsahuje bifidobakterie.
V tomto vyrobku byly potvrzeny bakterie rodu Bifidobacterium a stanoveny druhy

Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum ssp. infantis.

V diplomové praci bylo urcovano pouze 5 druha bifidobakterii, je moZné Ze vyrobce
vyuZil i jiného druhu, neZ bylo sledovéno.

PCR je metoda vhodna pro dikaz obsahu probiotik ve vyrobcich uréenych pro v umélou
mléCnou vyzivu pro déti. Je pomeérn€ rychld a snadnd. Vyrobce na obalu deklaroval
ptitomnost bakterii, které jsme pomoci PCR prokdzali. Nevyhodou je, Ze jsme nezjistili,
zda tyto bakterie byly opravdu zZivé. To se muze zjistit bud’ kultivacné, nebo pomoci metody

EMA - PCR.
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12 ZAVER

Byla provedena analyza piitomnosti probiotickych druhli bakterii (rodu Lactobacillus
a Bifidobacterium, péti vybranych druh Bifidobacterium a bakterie Streptococcus
thermophilus) v péti mléénych vyrobcich uréenych pro détskou vyzivu.

Ani vjednom z vyrobki nebyla prokdzdna piitomnost bakterii rodu Lactobacillus.
Ve vSech vyrobcich byly prokdzany bakterie rodu Bifidobacterium, které byly zafazeny
do 5 raznych druhd. Ve dvou vyrobcich byl prokdzan druh Streptococcus thermophilus.
Lze konstatovat, Ze vysledky jsou v souladu s udaji deklarovanymi vyrobci. Probiotické

bakterie byly identifikovany ve vSech vyrobcich a navic byly zafazeny do druhd.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

bp
CCM
MRS
PCR
pH
DNA
PEG

par bazi

Cesk4 sbirka mikroorganizmi

Mann, Rogosa, Sharpe (MRS médium)
polymerdzova fetézova reakce
potencidl vodiku

deoxyribonukleova kyselina

polyetylen glykol
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