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ABSTRAKT

Bifidobakterie a laktobacily jsou grampozitivni bakterie patiici do skupiny bakterii mlé¢ného
kvaSeni. Jsou béznou soucasti mikroflory traviciho traktu €lov€ka, hraji dalezitou roli ve
vyzivé a zdravi, prevenci tvorby a kolonizaci traviciho traktu patogeny a udrzovani slizni¢ni
imunity. V soucasnosti jsou pouzivany pii vyrobé funkénich potravinovych vyrobkl a
farmaceutickych preparati.

Na detekci a identifikaci bakterii rodu Bifidobacterium a Lactobacillus se vyuziva
polymerazova fetézova reakce (PCR) se specifickymi primery pro dany rod, pii které dochazi
k amplifikaci urc¢itého tiseku DNA in vitro.

V této praci byla ze tii potravinovych doplilkki (Pangamin Bifi plus, Biopron Junior a
Probiodom) izolovana celkovd DNA metodou fenolové extrakce a pomoci rodové specifické
PCR byly amplifikovany produkty o velikosti 523 bp (Bifidobacterium) a 250 bp
(Lactobacillus). Ve vsSech trech vyrobcich byla prokdzdna pfitomnost bakterii obou
bakteridlnich rodu.

ABSTRACT

Bifidobacteria and lactobacilli are gram-positive bacteria which belong to the lactic acid
bacteria group. They are ordinary constituents of gastrointestinal microflora, play a pivotal
role in human nutrition and health, prevent pathogen colonization and maintain normal
mucosal immunity. In present days they are used in production of functional food products
and pharmaceutical additives.

Polymerase chain reaction (PCR) is used to the detection and identification of bacteria which
belong to the genus of Bifidobacterium and Lactobacillus. Specific primers for each genus are
used in PCR reactions for in vitro amplification of definite part of DNA.

In this work, total DNA was isolated from three additives (Pangamin Bifi plus, Biopron
Junior and Probiodom) by the method of phenol extraction and amplified using genus-specific

PCR primers giving amplicons of 523 bp (Bifidobacterium) and 250 bp (Lactobacillus).
Occurrence of bacteria of both genera was proved in all of the three tested probiotic products.

KLICOVA SLOVA

Bifidobakterie, laktobacily, probiotika, probiotické dopliky, rodove specificka PCR
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1 UVOD

Béhem poslednich 20-30 let byla vénovana zna¢nd pozornost moznostem zlepSeni
zdravotniho stavu c¢lovéka modulaci stfevni mikroflory. Stfevni mikrofléora ma velkou
metabolickou aktivitu, méni se béhem Zivota a je vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje
zdravi jedince. Vyznam téchto mikroorganizmti byl dlouhou dobu opomijen a zajem se
soustied’'oval témét vyhradné na patogenni mikroorganizmy, které jsou pti¢inou raznych
poruch traviciho ustroji [2].

Mikroorganizmy gastrointestinalniho traktu jsou nejkomplexnéjsim ekosystémem
v lidském téle. Mnozstvi zivych bakterii, které tvofi stfevni mikrofloru, se pohybuje
v rozmezi 10" az 10'* CFU/g (stfevniho obsahu) a obsahuji az 1000 riznych rodi a druhg.
Tyto bakterie hraji dileZzitou roli v lidské vyzivé a zdravi, pii prevenci traviciho traktu pted
kolonizaci patogeny a pii udrzovani slizni¢ni imunity [1]. Probiotické bakteridlni kultury
stimuluji rist perifernich mikroorganizmi, ¢imz vytlacuji potencidlné Skodlivé bakterie a
posiluji pfirozenou obranyschopnost organizmu. V soucasnosti jsou mezi probiotika fazeny:
laktobacily, bifidobakterie, streptokoky, laktokoky, enterokoky ale i n€které kvasinky jako
napt. Sacharomyces [2]. Kvili pfiznivému vlivu na zdravi ¢lovéka jsou v soucasnosti
pfidavany do mlécnych vyrobkll (jogurtl, kysanych mlécnych vyrobki, syrt) nebo jsou
vyuzivany pro komerc¢ni vyrobu potravinovych doplnki.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Rod Bifidobacterium

Prvni bifidobakterie byly izolovany ze stolice kojenych déti a popsany v roce 1899
Tissierem, jako Bacillus bifidus. Patii do kmene Actinobacteria a dosud byly popsény a
roztiidény do Sesti fylogenetickych skupin, které zahrnuji skupinu B. boum, B. asteroides, B.
adolescenti, B. pullorum, B. longum a B. pseudolongum (Obr. 1) [3].

Bifidobakterie maji velmi vyznamnou tlohu v intestindlnim traktu kojenctli, u nichz tvofi
vétSinu stievni mikroflory. Z fermentovatelnych sacharidii produkuji kyselinu octovou a
kyselinu mlé¢nou, které inhibuji nezddouci bakterie a stimuluji intestindlni peristaltiku.
Kyselina octova, kterou bifidobakterie produkuji ve vétSim mnozstvi nez kyselinu mlécnou (v
poméru 2:3), ma silnéjsi antagonisticky uc¢inek na gramnegativni bakterie nez kyselina mlé¢na
[4]. Rist bifidobakterii podporuji tzv. bifidogeni faktory: laktuloza (B-galaktozidofruktoza),
N-acetyl-D-glukd6zamin obsahujici sacharidy (bifidus faktor 1), transgalaktozylované
oligosacharidy a dalsi [4].

2.1.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti rodu Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou nepravidelné, casto se vétvici grampozitivni, obvykle striktné
anaerobni a katalasa negativni ty¢inky, které netvoii spory. Jsou nepohyblivé a nesnase;ji prilis
kyselé prostfedi. Rostou jednotlivé, v fetizcich nebo jiném uspofadani. Kolonie jsou na
polotuhych médiich hladké, vypuklé s hladkymi okraji, smetanové bilé, lesklé, mekké
konzistence [4]. Optimalni pH pro rast je 6 — 7, pii pH 4,5 — 5,0 a niz§im nebo 8,0 — 8,5 a
vysSim prakticky nerostou [5]. Nékteré druhy toleruji jistou piitomnost kysliku v prostredi,
ale jen za piitomnosti oxidu uhli¢it¢tho nebo bifidogennich faktord. Optimdlni rist je
v rozmezi 37 — 45 °C, hranicni teploty jsou v rozmezi 25 — 28°C (min.) a 43 — 45°C (max.)
[4].

Gastrointestinalni trakt (GIT) savct produkuje enzymy hydrolyzujici disacharidy (napf.
sachar6za, laktoza, maltéoza) a nékteré polysacharidy (Skrob). Ale pievdzné postradaji
enzymy, které¢ Stépi oligo- a polysacharidy (které obsahuji xylézu a arabindzu, stejné jako
vétsina slozenych polysacharidi) [3]. Nékteré cukry, které nepodléhaji Stépeni hostitelskymi
enzymy, jsou povazovany za prebiotické slozky a zahrnuji fruktooligosacharidy (FOS),
galaktooligosacharidy (GOS), glukooligosacharidy, xylooligosacharidy, laktulozu a rafindzu
[3].

Klicovym enzymem hex6zového kvaseni, ktery odliSuje bifidobakterie od BMK je
fruktozo-6-fosfat fosfoketolaza (FOPPK), kterda Stépi fruktézo fosfat na erytrdzo-4-fosfat a
acetylfosfat [6]. Pfitomnost FOPPK se pouziva jako vyzna¢ny znak pfti identifikaci rodu, ale
neumoznuje mezidruhové rozdé€leni [5]. V sacharolytickém metabolismu bifidobakterie
produkuji teoreticky z 2 molll hex6z 3 moly kyseliny octové a 2 moly L(+) kyseliny mlécné
[4]. V praxi mohou nastat od tohoto poméru odchylky zptisobené rozstépenim pyruvatu na
acetat, kyselinu mravenci a ethanol. Kromé toho je pomér acetat/laktat snizovan v pfitomnosti
kysliku [6].



2.1.2 Vyskyt bifidobakterii

VeétSina bifidobakterii osidluje gastrointestinalni trakt savcl a vyznacuje se probiotickymi
vlastnostmi. Mimo izolace z GIT byli druhy bifidobakterii izolovany také z ustni dutiny
Clovéka (Bifidobacterium dentium), odpadové vody (Bifidobacterium minimum a
Bifidobacterium subtile) nebo ze stiev hmyzu (Bifidobacterium asteroides, Bifidobacterium

indicum a Bifidobacterium coryneforme) [3].

Jsou to prvni bakterie, které¢ osidluji sterilni GIT novorozence v pribéhu kojeni, ale po
odstaveni kojeni jsou nahrazeny jinymi bakteridlnimi rody jako je napf. Bacteriodes. Jsou
ochrannym faktorem proti stftevnim patogentim a stimuluji imunitni sytém. Ze 32 popsanych
druhii, byly druhy B. animails, B. breve. B. longum, B. bifidum a B. infantis studovany ve
veétsim rozsahu pro jejich ptisobeni na lidské zdravi. Jsou vyuzivany jako piidavky do
mlécénych vyrobku a potravinovych doplika [6].
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Obr. 1 Fylogeneticky strom rodu Bifidobacterium



2.2 Rod Lactobacillus

Laktobacily byly poprvé popsany v roce 1901 Beijerinckem. Tento rod byl nejprve fazen
do skupin zalozenych na fenotypickych charakteristikach [7]. Pivodné byly rozttidény uz
Orla-Jensenem (1919) do tradi¢nich skupin (termobakterie, streptobakterie a betabakterie),
které¢ dnes nemaji taxonomickou hodnotu, protoze neptedstavuji fylogeneticky definované
skupiny [4]. Obecné jsou charakterizovany jako grampozitivni, nesporulujici a nepohyblivé
tyCinky nebo kokobacily [5]. Laktobacily tvoii dilezitou slozku zdravé gastrointestinalni
mikrofléry. Produkuji enzymy a vitaminy skupiny B, zvySuji stravitelnost bilkovin, sacharid
ale také tukt. Nékteré kmeny laktobacili zvySuji biologickou dostupnost vapniku a produkuji
antimikrobialni latky inhibujici vyznamné enteropatogeny (Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens) [8]. Podle zkvasovani glukézy
se laktobacily d¢li na obligitné a fakultativné heterofermentativni a obligatné
homofermentativni druhy.

2.2.1 Homofermentativni laktobacily

Homofermentativni bakterie mlééného kvaseni (BMK) zkvasuji hexdézy reakcemi
glykolyzy a laktat dehydrogendzy na kyselinu mlénou (Tabulka 1). Tyto bakterie hraji
dilezitou Ulohu v produkei, uchovani a zlepSeni potravy, hlavné rostlinného piivodu.
Produkty fermentace cukrii a organickych kyselin jsou v tomto procesu esencialni. Rostlinny
materidl obsahuje spolu s hexézami (glukéza, fruktdéza, manoza, laktéza) znacné mnoZzstvi
pentdz (xyloza a riboza). Hexozy a pentdzy jsou fermentovany heterofermentativnimi BMK
fosfoketoldzovou (nebo aerobné pentéza-fosfatovou) drahou. Prebytek hexdzy je pouzit na
produkci exopolysacharida (dextran, fruktan) riznymi skupinami BMK [9].

Tabulka 1: Obligatné homofermentativni laktobacily [4]

Druh, ssp. Rast (°C) Prosttedi, ve kterém se prevazné vyskytuje
15 45 a jiné charakteristiky

L. delbreckii ssp. delbrueckii

+ Rostlinny material fermentovany pfi vyssich
teplotach (40 — 53 °C)

L. delbreckii ssp. bulgaricus + Jogurt a syry

L. delbreckii ssp. lactis - + Kysané mléko, syry, lisované kvasnice,
obilné zapary
L. helveticus - + Kysané mléko, tvrdé syry, ementalska

kultura, max. pti 50 — 52 °C

L. acidophilus - + Intestinalni trakt lidi a zvitat, Gstni dutina lidi
L. salivarius - + Ustni dutina a intestinalni trakt lidi a dribeze
L. farciminis + - Masové produkty, pekarensky kvas,

snasi 10 — 12 % NaCl
L. yamanashiensis + - Jable¢ny most a vino, hroznovy most
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2.2.2 Heterofermentativni laktobacily

Fakultativn¢ heterofermentativni laktobacily fermentuji hex6zy skoro vyluéné (> 90 %) na
kyselinu mlé¢nou, pii nedostatku glukozy nékteré druhy produkuji kyselinu octovou, ethanol
a kyselinu mravenc¢i. Pentozy fermentuji pomoci indukovatelné fosfoketolazy (Tabulka 2) [4].
Heterofermentativni bakterie mlééného kvaSeni (BMK) jako napt. rody Leuconostoc,
Oenococcus a Lactobacillus skvasuji pentozy fosfoketolazovou cestou [9].

Tabulka 2: Fakultativné heterofermentativni laktobacily

Druh, ssp. Rist (°C) Prostiedi, ve kterém se prevazné vyskytuje
15 45 a jiné charakteristiky

L. alimentarius + - Marinované rybi produkty, masové produkty,
pekarensky kvas, roste pii 10 % NaCl, tvofi
acetonin

L. bavaricus (L. sake) + - Kysané zeli, fermentované zelné listy, rist
mezi 2 —37 °C

L. casei ssp. casei + + Miéko, syry, mlécné produkty, pekarensky
kvas, kravsky hntyj, silaz, GIT a ustni dutina

L. casei ssp. pseudoplantarum + - Jako vyse

L. casei ssp. rhamnosus + + Jako vyse

L. casei ssp. tolerans + - Jako vySe; pfeZiva pasterizaci (72 °C, 40 s)

L. curvatus + - MIéko, silaz, kravsky hntij, kysané zeli,
masné produkty, pekarensky kvas

L. maltaromaticus + - Izolovany z mléka se sladovou pachuti

L. plantarum + - MIlécné produkty, silaz, kysané zeli, kysana

zelenina, pekarensky kvas, lidsky GIT, tstni
dutina, kravsky hnij

L. sake (L. bavaricus) + - Kysané zeli a jiné fermentované vegetabilni
potraviny, masné produkty, pekarensky kvas
roste pii 2 — 4 °C

Obligatn€ heterofermentativni laktobacily fermentuji hexdzy na kyselinu mlécnou,
kyselinu octovou (ethanol) a CO,. Pentozy fermentuji na kyselinu mlécnou a kyselinu
octovou (Tabulka 3) [4]. NAD(P)H, ktery je produkovany béhem ristu z hexdz, je ptfeveden
na acetyl-CoA, za vzniku ethanolu. Ethanolové fermentace pfedstavuje omezeny krok
v hexézové fermentaci, proto ¢ast NAD(P)H je pouzita k produkci erytriolu a glycerolu.
Fruktoza, pyruvat, citrat a O, mize byt pouzit k adici jako vnéjsi elektronovy akceptor pro
reoxidaci NAD(P)H [9].
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Tabulka 3: Obligatn¢ heterofermentativni laktobacily

Druh, ssp. Rist (°C) Prostfedi, ve kterém se pfevazné vyskytuje
15 45 a jiné charakteristiky

L. bifermentas + - Izolovany z holandskych syrti s malymi
trhlinami

L. brevis + - MIéko, syry, kysané zeli, pekarensky kvas,
silaz, GIT a ustni dutina lidi

L. buchneri + - Mléko, syry, fermentujici vegetabilni matrial,
ustni dutina lidi

L. confusus + + Cukrova titina, mrkvova §t'ava, prilezitostné

(Weissella confusa) v mléku a ve slindch; ze sacharozy produkuje
dextran

L. divergens + - Vakuové balené chlazené maso

L. fermentum - + Kvasnice, mlé¢né produkty, pekarensky kvas,

fermentovany rostlinny material, kravsky
hnij, GIT a Gstni dutina lidi

L. fructivorans + - Kazici se majonéza, saldtové dresingy, kazici
se dezertni vina a aperitivy; upfednostituje
pH 5,0 — 5,5, neroste pii vys$Sim pocateCnim

pH jako 6,0.
L. halotolerans + - Masné produkty, roste za ptitomnosti 12 % a
(Weissella halotolerans) velice pomalu pti 14 % NaCl
L. kandleri + - Produkce slizu ze sachardzy
L. kefir + - Kefirové zrna a kefir
L. reuteri - + Masné produkty, humanni a animalni
fekalie
L. sanfrancisciscensis + - Pekarensky kvas
(syn. L. sanfrancisco)
L. viridescens + - Nepftirozené zbarvené masové produkty,
(Weissella viridescens) pasterizované mléko

2.3 Zdravi prospésné vlastnosti

Probiotické bakterie musi mit schopnost usidlit se v zazivacim traktu ¢lovéka musi mit
proto schopnost pfekonat pro nich neptiznivé prostiedi v zaludku (zalude¢ni §tavy) a odolavat
pusobeni zlucovych kyselin, peristaltice stfev a mit nizké povrchové napéti [4].

Probiotika produkuji latky, kterymi mohou inhibi¢né piisobit na G+ a G- bakterie. Mezi
tyto latky patii organické kyseliny, peroxid vodiku a bakteriociny. Snizuji nejen pocet zivych
bunck, ale ovliviiuji metabolizmus bakterii a produkci toxinti. Nékteré probiotické kmeny
maji schopnost adherovat na stfevni epitel a tak kompetitivni inhibici blokuji adhezni mista
pro potenciondlné patogenni bakterie. Piedpoklada se, ze probiotick¢é kmeny mohou také
vyuzivat ziviny, které by jinak byly spotiebovany patogennimi mikroorganizmy. N¢ktera
probiotika maji schopnost degradovat receptory pro toxiny na stievni sliznici. Pro preventivni
a terapeutické pouziti probiotik je dulezita jejich schopnost stimulovat specifickou
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1 nespecifickou imunitu. Studie ukdzaly, ze podavani probiotik vede k vyznamnému vzestupu
IgA specifickych protilatek proti rotavirim v séru pacientl, coz naznacuje, ze humoralni
imunita hraje dalezitou roli v mechanizmu ucinku probiotik [2]. Pfiznivy Gc¢inek probiotik na
zdravotni stav hostitele mize byt zplisoben téz regulaci hladiny cholesterolu. Probiotické
bakterie preménuji v tenkém stfeveé cholesterol na neucinny koprostanol, tim pomahaji snizit
hladinu sérového cholesterolu [10].

2.3.1 Probiotika

Slovo ,,probioticky* pochazi z ftectiny ,,pro zivot* bylo v poslednich letech pouzivano
v nékolika rtznych vyznamovych smérech. Nyni jsou probiotika definovany jako zivé
mikroorganizmy (bakterie mlécného kvaseni a jiné bakterie, nebo kvasinky aplikované ve
fermentovanych vyrobcich), které maji blahodarny ucinek na zdravi uzivatele, zajiSténim
rovnovahy jeho sttevni mikroflory [5].

Kvili zdravi prospéSnému piisobeni byly probiotické bakterie v prib&hu minulych dvou
desetileti pfidavany do jogurtdh a kysanych mlécnych vyrobkl. Pouziti probiotickych
bakterialnich kultur stimuluje rast preferenc¢nich mikroorganizmti, které vytlacuji potencialné
Skodlivé bakterie a posiluji pfirozené obranné mechanizmy [11]. Mezi probiotika jsou
v soucasné dobé fazeny laktobacily, bifidobakterie, streptokoky, enterokoky a
Saccharomyces. NejCastéji pouzivana probiotika jsou uvedena v Tabulce 4 [2].

Pro zatfazeni mezi probiotika musi jednotlivé bakteridlni kmeny spliovat nékolik
zékladnich pozadavkl. Bakteridlni kmeny musi mit prokazateln¢ pozitivni vliv na zdravi
hostitele a musi byt zdravotné nezdvadné, izolované ze stejného zivocisného druhu, jako je
predpokladany piijemce, nesmi byt toxické ani patogenni. Forma, ve které¢ je probiotikum do
traviciho Ustroji aplikovano, musi obsahovat dostate¢né mnozstvi Zivotaschopnych bakterii,
které musi mit schopnost pfezivat v travicim Gstroji a byt metabolicky aktivni. Bakterie musi
byt zivotaschopné béhem skladovani. Dulezité jsou i chutové vlastnosti potraviny nebo
potravinového dopliku, ve kterych jsou obsazeny [2].

Tabulka 4: Nejcastéji pouzivand probiotika

Lactobacilly Bifidobakterie G+ koky
L. acidophilus B. bifidum Enterococcus faecium
L. casei, spec. rhamnosus B. infantis Streptococcus termophilus
L. plantarum B. lactis
L. delbrueckii subsp. bulggaricus B. longum Kvasinkovité mikroorganizmy
L. salivarius B. breve Sacharomyces boulardii
L. lactis
L. fermentum

2.3.2 Prebiotika

Prebiotika jsou nestravitelné latky obsazené v potravinach, které podporuji selektivné riist
nebo aktivitu jedné bakterie nebo omezené¢ho mnozstvi stfevnich bakterii a tim pozitivné
ovliviiuji slozeni sttevni mikroflory tlustého stfeva, ¢imz maji celkové pozitivni vliv na zdravi
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jedince. Prochazeji horni ¢asti traviciho ustroji v nezménéné forme, kde se nehydrolyzuji ani
nevstiebavaji. Slouzi selektivné urcitym bakteriim tlustého stieva jako substrat, ktery zvysuje
metabolickou aktivitu téchto bakterii nebo podporuje jejich rast [2]. NejznaméjsSim a
komeréné dostupnym prebiotikem je v soucasnosti inulin, oligofruktosa, ktera se v tenkém
sttevé neabsorbuje a nehydrolyzuje, a proto neni rizikové ani z hlediska zvyseni glykémie. Po
pfechodu prebiotik do tlustého stieva jsou fermentované jeho mikroflorou.

2.3.3 Synbiotika

Tento termin se pouziva pro soucasnou pfitomnost prebiotik a probiotik. Jelikoz termin
sdm evokuje pojem synergizmu, mél by byt disledné rezervovan pro takové situace, kdy
pritomné prebiotikum skutecné selektivné favorizuje ptitomné probiotikum. V ptfisném slova
smyslu, produkt, ktery by obsahoval oligofruktosu a bifidobakterie vyhovuje této definici
synbiotika kdezto produkt obsahujici oligofruktosu a napt. Lactobacillus casei nikoliv, nebot’
Lactobacillus casei sam oligofruktosu nemetabolizuje a¢ je probiotikem [12].

2.4 Identifikace mikroorganizmu pomoci molekularné biologickych metod

Polymerazova tetézova reakce (Polymerase Chain Reaction — PCR) patii v soucasné dob¢
k nejvice pouzivanym molekularné¢ biologickym metoddm se Sirokym spektrem vyuziti
v riznych oblastech biologického vyzkumu. Uvedend metoda umoznila rozvoj takovych
védnich disciplin jako je huménni a veterinarni medicina, genetika c¢lovéka, rostlin a
mikroorganizmu, archeologie, kriminalistika apod. Autorem metody je Karry Mullis, nositel
Nobelovy ceny, pfi¢emz do komer¢ni podoby byla pfepracovana kolektivem vedenym Henry
Erichem. V roce 1985 byla poprvé publikovéana prakticka aplikace metody pti amplifikaci -
globinového genu a diagnostiky srpkovit¢ anémie. PCR se stala nepostradatelnou témér
v kazdé biologické laboratoii, pficemz se neustale vyvijeji nové varianty PCR a objevuji se
nové moznosti jeji aplikace [13].

2.4.1 Princip polymerazové retézové reakce

Polymerazova fetézova reakce je enzymova metoda slouzici k syntéze definované¢ho useku
DNA in vitro, pro n&jz jsou k dispozici oligonukleotidové primery komplementarni k 3" a 5'-
koncovym sekvencim useku, jenz ma byt amplifikovan. Tato metoda umoziuje az
10° nasobné pomnozeni béhem 2-3 hod. Jednotlivé kroky amplifikace zahrnuji: denaturaci
templatu, pfipojeni primert (hybridizace) a extensi pfipojenych primert DNA polymerasou
(syntéza komplementéarniho fetézce) (Obr. 2) [14]. Pii prvnim reakénim cyklu vznikaji delsi
fragmenty nez odpovida vzdalenosti vymezené zvolenymi primery. Ve druhém cyklu jiz
nékteré noveé vzniklé molekuly predstavuji fragmenty DNA pozadované délky, jejichz podil
exponencialné roste v nasledujicich cyklech reakce. Doba zdvojeni odpovida jednomu cyklu
reakce (denaturace templatu, pfipojeni a extenze primeru) [14]. Opakovani téchto krokt vede
k syntéze segmentu s konci definovanymi primery, které jsou inkorporovany do nové

14



vznikajicich molekul. Fragmenty této délky tvori hlavni produkt reakce, ale kromé toho
vznikaji 1 delsi fragmenty DNA. Jejich podil se vSak v prib¢hu reakce snizuje.

Cilova sekvence je vymezena dvéma oligonukleotidy (primery) a nachdzi se mezi nimi.
Primery jsou chemicky syntetizovany jako sekvence komplementarni ke specifickym mistim
na obou fetézcich molekuly DNA. Rada zdokonaleni vedla ke zvyseni analytické citlivosti a
specificity této techniky. Prvnim bylo vyuziti termostabilni DNA polymerazy (7aq
polymeréza) izolované z termofilni bakterie Thermus aquaticus. Enzymatickéd aktivita Tagq
polymerazy klesne na polovinu asi po 40 min pii 90 °C [15]. Proto se PCR provadi obvykle
v 30 az 40 cyklech.

denaturace templatove DINA (teplota 94°C)

ﬂbwm#mmmmm»

hybridizace templatove DI{A s primery na zaklade
komplemetarity - annealing (teplota 35°C - 65°C)

prodlufovani - extenze amplifikovanych fragmenti DNA (tepluta T2°C)
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Obr. 2 Prabéh PCR

2.4.2 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je metoda, kterd vyuziva pohybu ionizovanych ¢astic v elektrickém poli. Lze
ji vyuzit pro separaci jak nizkomolekularnich tak i vysokomolekularnich latek. Latky se
v elektrickém poli pohybuji konstantni rychlosti imérnou velikosti jejich naboju kationty
k anod¢ a anionty ke katod¢. Gelovou elektroforézu Ize pouzit i pro déleni makromolekul.
Porézni gel umoziiuje separaci molekul na principu sitového efektu a zaroven na zdkladé
elektroforetické pohyblivosti délenych latek [16]. Elektroforéza v agarézovém ¢i
polyakrylamidovém gelu se pouziva k identifikaci, separaci a purifikaci DNA fragmentt.
Touto metodou muze byt detekovan az 1 ng DNA. Pro posouzeni velikosti jednotlivych
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fragmenti DNA rozdélenych pomoci gelové elektroforézy se pouzivaji hmotnostni standardy,
coz jsou smési fragmentit DNA definovanych velikosti [14].

2.4.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Spektrofotometrické metody jsou =zalozeny na schopnosti molekul absorbovat
elektromagnetické zafeni urCitych vlnovych délek. Molekuly mohou excitovat v urcitych
kvantovych stavech, které se liSi obsahem energie. Pii pfechodu molekul ze stavu s nizsi
energii do stavu s vyS$i energii, musi absorbovat zafeni o frekvenci v, kterd odpovida rozdilu
energii mezi energetickymi hladinami obou kvantovych stavii podle Bohrovy frekvencni
podminky:

AE=E,-E,=hv=hc/A

Energeticky nejnaro¢néjsi jsou piechody mezi elektronovymi energetickymi hladinami.
Bézné¢ jsou zpusobeny adsorpci ultrafialového (190 — 400 nm) a viditelného zéteni (400 — 800
nm) [17].
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3 CIL PRACE

Prace byla zamétena na prikaz pritomnosti probiotickych bakterii rodu Bifidobacterium a
Lactobacillus, ve 3 vybranych potravinovych dopliicich. K jejich identifikaci byly pouzity
rodove specifické polymerazové fetézové reakce.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Pouzité potravinové dopliky

1. PANGAMIN BIFI PLUS
Susené pivovarské kvasinky obohacené o bakterie mlécného kvaseni a pupalkovy ole;.
Vyrobce: Pivovary Staropramen a.s.
Nadrazni 84, Praha 5 Smichov
Pivovar Branik
Datum vyroby: 14.10.2003
Datum spotieby: 14.10.2004
SloZeni: suSené pivovarské kvasnice Sacharsomyces cerevisiae, suSené odtu¢néné mléko
s obsahem bifidobaktrii a laktobacilovych kultur, pupalkovy ole;.
Vitaminy — B1, B2, B6, kyselina pantotenova, pangamova a listova, niacin, biotin, cholin
Minerélni latky — Ca, P, K, Mg
Stopové prvky — Fe, Cu, Zn, Mn
Vyrobek obsahuje cca 45% bilkovin

2. BIOPRON JUNIOR
Probioticky komplex
5 miliard CFU v denni davce
Vyrobce: VALOSUN a.s.
Kytnerova 405/3
62100 Brno, Ceska republika
Datum spotieby: 12/2009
Slozeni: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium infantis,
fruktooligosacharidy, vanilkové aroma, bramborovy Skrob
www.valosun.com

3. PROBIODOM

Vyzivovy doplnék

2,5 miliard probiotik v 1 gramu, 9 probiotickych druha

Vyrobce: Kompava s.r.0.

Piestanska 1202/44
91501 Nové Mesto nad Vahom, Slovensko

Datum vyroby: 19.3.2008

Datum spotieby: 19.3.2009

Slozeni: kapsle — kukufi¢ny Skrob, maltodextrin, inulin, chlorid draselny, rody bakterii,
sulfit hotecnaty, fruktooligosacharidy (FOS), enzymy (amylaza), vanilkovy prasek,
sulfid manganisty, zelatinova kapsle, barvivo (oxid titani¢ity)

Bakteridlni druhy: Bifidobacterium infantis — 2 mg, Bifidobacterium lactis — 2 mg,
Bifidobacterium longum — 2 mg, Enterococcus feacium — 2 mg, Lactobacillus
acidophilus — 2 mg, Lactobacillus casei — 2 mg, Lactobacillus plantarum — 2 mg,
Lactobacillus salivarius — 2 mg, Lactobacillus lactis — 2 mg

www.kompava.sk
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4.2 Chemikalie a roztoky

Vsechny chemikélie byly v Cistoté p. a. Roztoky byly pfipravovany ze sterilnich zasobnich
roztoki (sterilizace pti 121 °C, 20 min). Redéni bylo provadéno sterilni destilovanou vodou.

Agaréza pro elektroforézu DNA (Serva, Heidelberg, SRN)
Bromfenolova modf (Sigma, St. Louis, USA)

DNA standard (Malamité, v.o.s) obsahujici fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp

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

Ethanol p.a. (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Ethidiumbromid (EtBr) (Sigma, St. Louis, USA)
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN)
Fenol (Pliva-Lachema, Brno,CR)

Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

Chloroform (Paliva-Lachema, Brno, CR)

[zoamylalkohol (Amaresco, Ohio, USA)

Kyselina borita (Pliva-Lachema, Brno,CR)

Kyselina chlorovodikové (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Octan sodny (Paliva-Lachema, Brno, CR)

Proteinaza K (Sigma, St. Louis, USA)

RNéza A (Reanal, Budapest, Mad’arsko)
Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-baze) (Amresco, Solon, USA)

Vv w

Ostatni chemikalie v Cistoté p.a. pochazely z bézn¢ dostupnych komerénich zdroji.

4.2.1

4.2.2

Komponenty pro PCR

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Reakéni pufr kompletni pro 7ag DNA polymerazu 1.1. (10x koncentrovany); slozeni:
siran amonny, chlorid hofeénaty (mnoZstvi vy$si nez 2,5 mM) (Top-Bio, Praha, CR)
dNTP smés 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 7,5 (Top-Bio, Praha, CR)
Primery (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

Tag DNA polymeraza 1.1 (1U/ul) (Top-Bio, Praha, CR)

Roztoky pro lyzi bakterialnich bunék

EDTA (Serva, Heidelberg, SNR)

Hydroxid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)

Lysozym (Reanal, Budapest, Mad’arsko)

Proteindza K (100 pug/ml vody) (Sigma, St. Louis, USA)
SDS (Sigma, St. Louis, USA)

Tris-baze (Amaresco, Solon, USA)
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Ptiprava 0,5 M EDTA (pH 8,0):
e 1861,1 g EDTA rozpusténo v 800 ml destilované vody
e pomoci NaOH bylo upraveno pH na 8,0
e roztok byl doplnén do objemu 1 1 destilovanou H,O

Ptiprava zasobniho roztoku 1 M Tris-HCI (pH 7,8):
12,1 g Tris-baze

11 ml 1 M HCI

70 ml destilované H,O

pomoci HCI bylo upraveno pH na 7,8

Ptiprava lyza¢niho roztoku A:
e 10 mM Tris-HCI (pH 7,8)
e 1 mMEDTA (pH 8,0)
e roztok byl pfipraven steriln¢ ze zasobnich roztoki 1 M Tris-HCl a 0,5 M EDTA

Ptiprava lyza¢niho roztoku B:
e lyzacni roztok A
¢ lysozym 3 mg/ ml
e lysozym byl pfidan do lyza¢niho roztoku tésné¢ pied pouzitim

4.2.3 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA

Ethanol (Paliva-Lachema, Brno, CR)
Fenol (Paliva-Lachema, Brno, CR)
Chloroform (Paliva-Lachema, Brno, CR)
[zoamylalkohol (Amaresco, Ohio, USA)
Octan sodny (Paliva-Lachema, Brno, CR)

Ptiprava TE pufru:
e 10 mM Tris-HCI (pH 7,8)
e 1 mM EDTA (pH 8,0)
e roztok byl pfipraven steriln¢ ze zadsobnich roztoki 1 M Tris-HCl a 0,5 M EDTA

Ptiprava CIZ:
e smés chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24:1

4.2.4 Roztoky pro agarozovou gelovou elektroforézu

e Bromfenolovd modi (Sigma, St. Luis, USA)
e Ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA)
e Ficoll 400 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)
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PCR vkladaci pufr Yellow load obsahujici Zluté barvivo — oranz G (Top-Bio, Praha,
CR)

PCR vkladaci pufr obsahujici barviva — bromofenolovou modi a xylen kyanol (Top-
Bio, Praha, CR)

Kyseliny borita (Pliva-Lachema, Brno, CR)

DNA standard (Malamité, v.o.s) obsahujici fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200,
1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200 a 100 bp

Ptiprava TBE pufru (5x koncentrovany):

54 g Tris-HCl

27,5 g H3BO;

20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

roztok byl doplnén do objemu 1 1 sterilni destilovanou vodou, pied pouzitim 10x
nafedén

Ptiprava nanaseciho pufru (6x koncentrovany):

0,04 g Bromfenolové modii
2,5 g Ficoll 400
100 ml destilovana H,O

4.3 Pomiicky a pristroje

Laboratorni vahy (Kern and Sohn, Némecko)

Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exikator (KIF LAB Freiburg, Némecko)

Mikropipety Discovery HTL o objemu 10, 20, 200 a 1000 ul (Varsava, Polsko)
MikrovInna trouba SMW 5020 (SENCOR, CR)

Ockovaci box (Fatran, CR)

Termostat Mini incubator (Labnet, USA)

Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Milano, Italie)

Minicycler PTC 100 (MJ Research, USA)

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

Transiluminator TVR 3121 (Spectroline, USA)

Zatizeni pro elektroforézu Mini gel (Hoefer, USA)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Lighting Volt Power Supply, model OSP-
300 (Owl Scientific, USA)

NanoPhotometr (Implen, Némecko)

Digitalni fotoaparat (Kodak, Dansko)

Bézné laboratorni sklo, umélohmotny laboratorni material a pomtcky
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4.4 Metody

Vsechny uvedené postupy byly provadény podle ucebnich textl laboratorniho cviceni [18].

4.4.1 1Izolace DNA z tablet

4.4.1.1 Priprava a lyze bunék

4.4.1.2

Tablety byly steriln€ odebrany a rozdrceny

K 1 g vyrobku byl ptfidan 1 ml (3 ml) lyza¢niho roztoku (10 mM Tris-HCI (pH 7,8),
5 ml EDTA (pH 8,0), lyzozym 3 mg/ml), ve kterém se vzorek rozsuspendoval

Po 1 hodiné inkubace pfii laboratorni teploté bylo ke vzorku ptidano 50 pl 20 % SDS a
5 pl proteinazy K (1 mg/ ml)

Vzorky byly inkubovany pti 55 °C do druhého dne (18 hod)

Z ptipravenych hrubych lyzatu byla DNA izolovana metodou fenolové extrakce

Fenolova extrakce DNA

K lyzatu bun€k byl pfidan stejny objem fenolu (predestilovan¢ho, pH upraveno na
7,8). Smés byla promichavana kyvavym pohybem po dobu 4 minut

Vzorky byly centrifugovany pii 13400 otackéach po dobu 3 minut

Pomoci $picky s ustfizenym hrotem byly odebrany vodni faze s DNA do Cisté
Eppendorfovy zkumavky

K vodni fazy s DNA bylo pfidano 700 pl CIZ smési (chloroform-izoamylalkohol,
24:1) a kyvavym pohybem byla smés promichdvana 4 minuty

Vzorky byly centrifugovany pti 13400 otackach 3 minuty

Vodni faze s DNA byla odebrana do ¢isté Eppendorfovy zkumavky

4.4.1.3 SraZeni DNA ethanolem

4.4.2
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Ke vzorku DNA byla pfidana 1/10 objemu 3 M octanu sodného a smés byla
promichéna

Byl pfidan 1 ml 96 % ethanolu a obsah byl promichan

DNA byla vysrazena pii -20 °C po dobu 30 minut

Vzorky byly centrifugovany pii 13400 otackéach 15 minut. Opatrné byl slit supernatant
a dale se pracovalo se sedimentem

Sediment DNA byl vysusen v exsikatoru a nasledné byl rozpustén v 200 pl TE pufru

Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Spektrofotometrické stanoveni bylo provadéno na pfistroji NanoPhotometer™™ Implen

Podle tabulky pfilozené k pfistroji byl zvolen faktor a objem pipetovaného vzorku,
podle predpokladané koncentrace — faktor 50, objem vzorku 4 pl

Byla zmétena absorbance vzorku (Az3o, Azeo, Azso, Aszzo NM a pomeru Agonm/A280nm) @
vypoctena koncentrace DNA

Jako slepy vzorek byl pouzit TE pufr



Pomér absorbanci ¢ist¢ DNA se pohyboval v rozmezi 1,8 — 2,0. Obsahuje-li vzorek proteiny
j& pomer Ajeonm/Azsonm < 1,8 v ptipad¢é obsahu RNA je pomér > 2,0.

4.4.3

4.4.4

Gelova elektroforéza bakterialni DNA

Ptipravil se 0,8 % agarozovy gel (0,3 g agarozy, 50 ml 0,5x TBE pufru), suspenze
byla peclivé rozvarena v mikrovinné troubé, nalita do misky s hfebinkem a nechala se
zatuhnout

Na polyethylenovém prouzku bylo smichano 15 pul DNA s 3 pl nanaSeciho pufru.
Sm¢és byla nanesena do komtrky gelu

Vanicka s gelem byla opatrné pievrstvena 250 ml 0,5x TBE pufru a byl zapnut zdroj
napéti (60 V/ 1 hod.)

Po skonceni elektroforézy byl gel barven ethidium bromidem (1 pg/ ml) po dobu 0,5 -
1 hod.

Gel byl oplachnut v destilované vod¢ umistnén na transiluminator, kde byl pozorovéan
v UV svétle a vyfotografovan

PCR s purifikovanou DNA Lactobacillus

Pro zatazeni do rodu Lactobacillus byla pouzita rodové specifickd PCR. Pro amplifikaci
PCR produktu o velikosti 250 bp byly pouzity primery LbLMA1 a R16 — 1 [18]. Sekvence
primeri je uvedena v Tabulce 5.

Tabulka 5: Primery specifické pro rod Lactobacillus

Primer Sekvence primeru (5°-3") Velikost produktu (bp)

LbLMAI1 CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC

250

R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA

4.4.4.1 Priprava PCR smési

Jednotlivé komponenty PCR smési byly pfidavany v poradi uvedeném v Tabulce 6
Jako DNA matrice byla pouZita purifikovana DNA izolovana z analyzovanych vzorki
Byla piipravena negativni kontrola (misto DNA matrice byla do PCR smési ptidana
PCR voda) a pozitivni kontrola (jako DNA matrice byla pouzita purifikovand DNA
bakterii rodu Lactobacillus)
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Tabulka 6: Komponenty pro piipravu PCR smési

Komponenta Mnozstvi (ul)
voda pro PCR 19,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smes ANTP (10 mM) 0,5
primer LBLLMA1 (10pmol/ ul) 0,5
primer R16-1 (10pmol/ pl) 0,5
DNA polymeréaza Top Bio 1.1 (1U/ ul) 1,0
DNA matrice (10 ng/ pl) 1,0
Celkem 25,0

Pro urychleni prace se mlize pfipravit master mix, ktery obsahuje jednotlivé slozky (bez
DNA) v mnozstvi vyndsobeném poctem vzorkll (vCetné negativni a pozitivni kontroly).
Z takto ptipravené smeési se odpipetuje do jednotlivych Eppendorfovych zkumavek 24 pl
smési a piida se 1 ul DNA matrice.

4.4.4.2 Provedeni PCR reakce

e Vzorky obsahujici vSechny slozky PCR smési byly promichany a kratce
centrifugovany

e Vzorky byly umistény do cyklatoru a byl nastaven program pro pribéh PCR pii
detekci bakterii rodu Lactobacillus (LBC ROD) dle Tabulky 7

e Kroky 2 —4 byly opakovany 30krat

Tabulka 7: Program PCR pro detekci bakterii rodu Lactobacillus

Krok Teplota (°C) | Cas
1. pocateCni denaturace 95 5 min
2. denaturace 95 30s
3. pfipojeni primeri 55 30s
4. syntéza DNA 72 1 min
5. posledni cyklus 72 10 min

Po skonceni PCR byl pfistroj nastaven na 10 °C. To umoznilo v pfistroji uchovavat vzorky
s PCR produktem do druhého dne bez pouZiti chladnicky.

4.4.5 PCR s purifikovanou DNA Bifidobacterium

Pro zatazeni bakterii do rodu Bifidobacterium byla pouzita rodove specificka PCR. Pro
amplifikaci PCR produktu o velikosti 523 bp byly pouzity primery Bif164 a Bif662 (jejichz
cilovou molekulou je oblast 16S rDNA) [19]. Sekvence primert je uvedena v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Primery specifické pro rod Bifidobacterium

Primer Sekvence primeru (5°-3") Velikost produktu (bp)
Bifl64 CAT CCG GCA TTA CCA CCC 523
Bif662 CCA CCG TTA CAC CGG GAA

4.4.5.1 Priprava PCR smési

Byla ptfipravena PCR sm¢s, do které byly jednotlivé komponenty ptidavany v poradi
v jakém jsou uvedeny v Tabulce 9

Jako DNA matrice byla pouzita DNA izolovana z analyzovanych vzorkt

Byla pfipravena negativni kontrola (misto DNA matrice byla do PCR smési ptidana
PCR voda) a pozitivni kontrola (purifikovana DNA bakterii rodu Bifidobacterium)

Tabulka 9: Komponenty pro piipravu PCR smési

Komponenta Mnozstvi (ul)
voda pro PCR 19,0
10x reakéni pufr kompletni 2,5
smes ANTP (10 mM) 0,5
primer Bif164 (10pmol/ pl) 0,5
primer Bif662 (10pmol/ ul) 0,5
DNA polymeraza Top Bio 1.1 (1U/ pl) 1,0
DNA matrice (10 ng/ pl) 1,0
Celkem 25,0

4.4.5.2 Provedeni PCR reakce

Vzorky obsahujici vSechny slozky PCR smési byly promichany a kratce
centrifugovany

Vzorky byly umistény do cyklatoru a byl nastaven program pro pribéh PCR pii
detekci rodu Bifidobacterium dle Tabulky 10

Kroky 2 — 4 byly opakovany 30krat

Tabulka 10: Program PCR pro detekci rodu Bifidobacterium

Krok Teplota (°C) | Cas (min)
1. pocatecni denaturace 94 5
2. denaturace 95 1
3. pfipojeni primeril 55 1
4. syntéza DNA 72 2
5. posledni cyklus 72 5
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4.4.6

26

Detekce PCR produktu pomoci agarozové gelové elektroforézy

Byl piipraven 1,8 % agarozovy gel (0,9 g agardzy, 50 ml 0,5x TBE pufru)

K PCR produktu (25 pl) bylo ptiddno 5 ul vklddaciho pufru a smés byly nanesena do
komirky

Do dalsi komtirky byl nanesen DNA standard (100 bp Zebticek) (5 pl)

Elektroforéza probihala 1,5 — 2 hod pti 60 V

Gel byl barven v roztoku ethidium bromidu (1 pg/ ml) po dobu 1 hodiny

Gel byl oplachnut v destilované vod¢ umistén na transiluminator, kde byl pozorovan
v UV svétle a fotografovan



5 VYSLEDKY

5.1 Izolace DNA z potravinovych doplikii

Ze ttech riznych potravinovych doplika (1-3), ze kterych jeden byl po expiracni dobé,
byla izolovana DNA pomoci fenolové extrakce. K detekci bakteridlni DNA byla pouzita
agarozova gelovéa elektroforéza. Vysledky elektroforézy jsou uvedeny na Obr. 3. Vedle
fenolové extrakce byla DNA izolovéna i1 z hrubych lyzati bun¢k. Na gelu byl detekovan smir
(Smouha), coz svédc¢i o degradaci izolované DNA.

Obr. 3 Agardzova gelova elektroforéza DNA izolované fenolovou extrakei a z hrubych lyzata
bunck

Bé¢h Vzorek Objem Objem nandSeciho Detekce DNA
vzorku [ul] pufru [ul]
purifikovanad DNA
_l’_
1 (Pangamin Bifi plus) 15 3 )
purifikovand DNA
+
2 (Biopron Junior) 15 3 )
purifikovand DNA
+
3 (Probiodom) 15 3
hruby lyzat
e
4 (Pangamin Bifi plus) 15 3
hruby lyzat
e
> (Biopron Junior) 15 3
hruby lyzat
e
6 (Probiodom) 15 3
(+)  detekovan PCR produkt o velmi slabé intenzit¢,
+ detekovan PCR produkt o slabé intenzit¢,

++ detekovan PCR produkt o stfedni intenzité.
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5.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Pro stanoveni koncentrace a istoty izolované DNA byl pouzit piistroj NanoPhotometer ™
Implen. Hodnota absorbance Ajsnm slouzila k vypoctu koncentrace DNA a pomér
Az60nm/A2sonm K urcenti Cistoty izolované DNA. Vysledky méfeni jsou shrnuty v Tabulce 11.

Tabulka 11: Hodnoty koncentrace DNA izolované z jednotlivych vyrobkii a absorbance pfi
rtiznych vinovych délkach

Vzorek
Velicina 1 2 3
Pangamin Bifi plus Biopron Junior Probiodom

koncentrace (ng/ pl) 2270 75,0 47,5
A230nm 0,575 0,016 0,009
A260nm 0,938 0,032 0,022
A280nm 0,485 0,020 0,013
A3200m 0,030 0,002 0,003
A260nm/A180nm 1,99 1,67 1,90

5.3 Rodové specificka PCR Bifidobacterium

Rodové specificka PCR pro amplifikaci produktu o velikosti 523 bp byla provedena
pomoci primerd Bif164 a Bif662 [19]. Vysledky agarézové gelové elektroforézy PCR
produktii jsou uvedeny a znazornény na Obr. 4.

Vyzorek Objem PVCR smesi (ul) Detekce PCR
nandsené na gel produktu
ST  standard 100 bp zebricek
NK  negativni kontrola 25 -
PK  pozitivni kontrola 25 +++
1 Pangamin Bifi plus 25 +
2 Biopron Junior 25 ++
3 Probiodom 25 +++
- PCR produkt nebyl detekovan
+ detekovan PCR produkt o slabé intenzite,
++  detekovan PCR produkt o stfedni intenzité,
+++  detekovan PCR produkt o silné intenzité.
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100 bp

Obr. 4 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktli (523 bp). DNA byla amplifikovana
pomoci primert specifickych pro rod Bifidobacterium

5.4 Rodové specificka PCR Lactobacillus

Rodové specificka PCR pro detekci bakterii rodu Lactobacillus byla provedena pomoci
primerd LbLMAT1 a R16 — 1 [20]. Vysledky agarozové gelové elektroforézy PCR produkta
(asi 250 bp) jsou uvedeny na Obr. 5.

Vzorek Objem PVCR smési (ul) Detekce PCR
nandSené na gel produktu

ST  standard 100 bp Zebfticek
PK  pozitivni kontrola 25 +++
NK  negativni kontrola 25 (-)*

1 Pangamin Bifi plus 25 +++

2 Biopron Junior 25 ++

3 Probiodom 25 ++

* ziejm¢ doSlo k ¢astecnému preliti PCR produktu z pozitivni kontroly, pfi opakovani byla
negativni kontrola bez jakéhokoliv PCR produktu

- PCR produkt nebyl detekovan,

++ detekovan PCR produkt o stfedni intenzité,

+++  detekovan PCR produkt o silné intenzité
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Obr. 5 Agarozova gelova elektroforéza PCR produktli. DNA byla amplifikovdna pomoci
primeru specifickych pro rod Lactobacillus

5.5 Shrnuti vysledku

Na zékladé¢ amplifikace DNA rodové specifickymi primery PCR produkti byla ve
vyrobcich Pangamin Bifi plus, Biopron Junior a Probiodom zjisténa piitomnost specifickych
PCR produkti a tak potvrzena deklarovana ptitomnost bakterii rodd Bifidobacterium a
Lactobacillus. Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 12.

Tabulka 12: Pfitomnost bifidobakterii a laktobacilii ve zkoumanych vyrobcich

Vyrobek Ptitomnost bifidobaktérii | Pfitomnost laktobacill
Pangamin Bifi plus + +
Biopron Junior + +
Probiodom + +

+ pfitomnost bakterii byla detekovana
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6 DISKUSE

6.1 1Izolace DNA metodou fenolové extrakce

Ze tfech ruznych potravinovych dopliikki (Pangamin Bifi plus, Biopron Junior a
Probiodom) byly pfipraveny hrubé lyzaty bunck, ze kterych byla metodou fenolové extrakce
izolovana DNA. Pfitomnost bakteridlni DNA produktu byla prokdzana gelovou
elektroforézou na 0,8 % agardzovém gelu.

6.2 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA izolované z potravinovych dopliki

Koncentrace a Cistota izolované DNA byla stanovena za vyuziti spektrofotometrie v UV
oblasti — byla méfena absorbance pii vinovych délkach 230 — 320 nm. Zkoumané vzorky
DNA byly proméfeny na pfistroji NanoPhotometer™ Implen, ktery umoziiuje stanovit
koncentraci vng/ ul. Pomér absorbanci ¢ist¢ DNA se pohyboval vrozmezi 1,8 — 2,0
obsahuje-li vzorek proteiny byla tato hodnota < 1,8. U vsech tii vzorkli byla koncentrace
purifikované DNA dostacujici pro gelovou elektroforézu, kterd se provadéla na 0,8 %
agarozovém gelu. Pomér hodnot absorbanci Ajgonm/A2sonm byl v Cistoté vhodné pro PCR.

6.3 Rodové specificka PCR

I kdyz izolovand DNA byla ¢astecné¢ degradovand, byla amplifikovatelna v PCR. Pro
identifikaci bakterii rodu Bifidobacterium byla pouzita rodové specifickd PCR s rodovée
specifickymi primery Bif164 a Bif662 [19]. Byl amplifikovan PCR produkt o velikosti
523 bp. DNA izolovana ze vSech vyrobkl se amplifikovala vrodové specifické PCR
Bifidobacterium za vzniku PCR produktt rizné intenzity.

Pro zatazeni do rodu Lactobacillus byly pouzity primery LbLMA1 a R16 — 1 [20]. Byl
amplifikovan PCR produktu o velikosti 250 bp. DNA izolovand ze vSech vyrobki se
amplifikovala v rodové specifické PCR Lactobacillus za vzniku PCR produkti rizné
intenzity.

Zavérem lze konstatovat, ze na zakladé¢ amplifikace DNA s rodové specifickymi primery

byla ve vyrobcich Pangamin Bifi plus, Biopron Junior a Probiodom potvrzena deklarovana
ptitomnost bakterii rodu Lactobacillus a Bifidobacterium.
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7 ZAVER

Prace pojedndva o bakteriich rodu Bifidobacterium a Lactobacillus, jejich vyskytu a
pozitivnim vlivu na gastrointestindlni trakt clovéka. Uvedené bakterie hraji dulezitou roli ve
vyzivé a zdravi lidi, chrani travici trakt pfed patogennimi mikroorganizmy a napomadhaji
udrzovani slizniéni imunity. Uvedené bakterie se vyuZivaji v potravinafském a
farmaceutickém primyslu pii vyrobé potravinovych doplitkli a probiotickych preparati.

Cilem prace bylo pomoci polymerazové tfetézové reakce s rodové specifickymi primery
prokazat piitomnost bakterii rodt Bifidobacteriu a Lactobacillus ve tfech vybranych
potravinovych dopliicich (Pangamin Bifi plus, Biopron Junior a Probiodom).

Z vyrobkl byla izolovdana DNA. Pro amplifikaci DNA byly pouzity rodové specifické
primery Bifl64 a Bif662 (rod Bifidobacterium) a rodové specifické primery LbLMAL a
R16 — 1 (rod Lactobacillus). Pomoci rodové specifickych PCR byly amplifikovany produkty
o velikosti 523 bp (Bifidobacterium) a 250 bp (Lactobacillus). Ve vyrobcich Pangamin Bifi
plus, Biopron Junior a Probiodom byla detekovana ptitomnost bakterii rodu Bifidobacterium a
Lactobacillus.
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9 SEZNAM POUZITYCH SKRATEK

BMK
bp
CFU
CIZ
dATP
dCTP
dGTP
DNA
dNTP
dTTP
EDTA
FOS
F6PPK
GOS
GIT
NK
PCR
PK
SDS
TBE
TE
uv

bakterie mlééného kvaSeni

par bazi (base pair)

kolonie tvofici jednotku (colony forming unit)
chloroform-izoamylalkohol
2’-deoxyadenosin 5’-trifosfat
2’-deoxycytidin 5’-trifosfat
2’-deoxyguanosin 5’-trifosfat
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleosidtrifosfat
2’-deoxythymidin 5’-trifosfat
kyselina ethylendiamintetraoctova
fruktooligosacharidy
fruktosa-6-fostat fosfoketolasa
galaktooligosacharidy
gastrointestinalni trakt
negativni kontrola
polymerazova fetézova reakce
pozitivni kontrola
dodecylsulfat sodny
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

ultrafialové svétlo

35



	1  ÚVOD
	2  TEORETICKÁ ČÁST
	2.1 Rod Bifidobacterium
	2.1.1 Morfologické a fyziologické vlastnosti rodu Bifidobacterium
	2.1.2  Výskyt bifidobakterií

	2.2 Rod Lactobacillus
	2.2.1 Homofermentativní laktobacily
	2.2.2  Heterofermentativní laktobacily

	2.3 Zdraví prospěšné vlastnosti
	2.3.1 Probiotika
	2.3.2 Prebiotika
	2.3.3 Synbiotika

	2.4 Identifikace mikroorganizmů pomocí molekulárně biologických metod
	2.4.1 Princip polymerázové řetězové reakce
	2.4.2 Gelová elektroforéza
	2.4.3 Spektrofotometrické stanovení koncentrace DNA


	3  CÍL PRÁCE
	4  MATERIÁL A METODY
	4.1 Použité potravinové doplňky
	4.2 Chemikálie a roztoky
	4.2.1 Komponenty pro PCR
	4.2.2 Roztoky pro lyzi bakteriálních buněk
	4.2.3 Roztoky pro izolaci a purifikaci DNA
	4.2.4 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu

	4.3 Pomůcky a přístroje
	4.4  Metody
	4.4.1 Izolace DNA z tablet
	4.4.1.1 Příprava a lyze buněk
	4.4.1.2 Fenolová extrakce DNA
	4.4.1.3 Srážení DNA ethanolem

	4.4.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty DNA
	4.4.3 Gelová elektroforéza bakteriální DNA
	4.4.4 PCR s purifikovanou DNA Lactobacillus
	4.4.4.1 Příprava PCR směsi
	4.4.4.2 Provedení PCR reakce

	4.4.5 PCR s purifikovanou DNA Bifidobacterium
	4.4.5.1 Příprava PCR směsi
	4.4.5.2 Provedení PCR reakce

	4.4.6  Detekce PCR produktu pomocí agarózové gelové elektroforézy


	5  VÝSLEDKY
	5.1 Izolace DNA z potravinových doplňků
	5.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty izolované DNA
	5.3 Rodově specifická PCR Bifidobacterium
	5.4 Rodově specifická PCR Lactobacillus
	5.5 Shrnutí výsledků

	6  DISKUSE
	6.1 Izolace DNA metodou fenolové extrakce
	6.2 Stanovení koncentrace a čistoty DNA izolované z potravinových doplňků
	6.3 Rodově specifická PCR

	7  ZÁVĚR
	8  LITERATURA
	9  SEZNAM POUŽITÝCH SKRATEK

