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U mlieka kozieho bola pozorovaná variabilita vitamínu A

v priebehu celej laktácie. Na grafe č. 2 je vidno zmeny kon-

centrácií v jednotlivých mesiacoch. Najvyššia koncentrácia

bola zaznamenaná v júni a auguste a následne klesala.

Tento jav okrem zmien v kŕmení (pastva vs kŕmenie kon-

centrované) môže súvisieť i so zasušovaním a prípravou

organizmu na ďalšiu graviditu a laktáciu. Štatistickým

porovnaním koncentrácie vitamínu A u fariem kon-

venčných a EKO neboli pozorované žiadne rozdiely.

Záver 

Vitamín A patrí k významným nutričným parametrom

mlieka. Z pohľadu potravinových zdrojov tohoto vitamínu,

patrí mlieko ako základná potravina k jeho najvýznamne-

jším zdrojom. Na základe stanovenia obsahu retinolu

v mlieku kravskom a kozom je možno konštatovať, že

1 liter mlieka kravského, nakupovaného mliekarňami, resp.

mlieka z priameho predaja obsahuje 0,89 ± 0,34 mg/l

retinolu (resp. u mlieka kozieho 0,75 ± 0,34 mg/l).
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Abstrakt

Byla optimalizována a testována kvantitativní polymerá-

zová řetězová reakce s interkalačními barvivy propidium

monoazidem (PMA) a ethidium monoazidem (EMA) pro

stanovení pouze životaschopných laktobacilů. Byly

hodnoceny podmínky metody jako je výběr barviva, kon-

centrace barviva, přídavek cholátu sodného a doba fo-

toindukce. Daná metoda PMA-qPCR byla porovnána

s plotnovými metodami a qPCR bez použití propidium

monoazidu. Pro Lactobacillus casei a Lactobacillus aci-
dophilus byl jako vhodné barvivo vybrán propidium

monoazid o konečné koncentraci 50 mmol l-1 s přídavkem

0,5 % hm. cholátu sodného a dobou fotoindukce 15 minut

pomocí LED lampy. Výsledky získané touto metodou byly

ve větší shodě s výsledky z kultivačních metod než samot-

ná qPCR. 

Klíčová slova: propidium monoazid, qPCR, lakto-

bacily

Graf 1 Koncentrácia vitamínu A (mg/l ± SD) v kravskom

a kozom mlieku

Graf 2 Variabilita koncentrácie vitamínu A v priebehu

celého laktačného obdobia kôz
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Abstrakt

The quantitative polymerase chain reaction technique

with the use of intercalating dyes (propidium monoazide

and ethidium monoazide) was tested for determination of

viable lactobacilli. Conditions of the methods such as

selecting dyes, dye concentration, the addition of sodium

cholate and time of photoinduction were evaluated. The

given method PMA-qPCR was compared with plate

methods and qPCR methods without the use of propidium

monoazidu. Propidium monoazide with the final cocentra-

tion of 50 mmol l-1 with addition of 0,5 % wt. sodium

cholate and 15 min of the photoinduction period with LED

lamp was the most suitable for the determination of

Lactobacillus acidophilus and Lactobacillus casei. Results

obtained by this method were more comparable to those

obtained by cultivation media than qPCR alone.

Key words: propidium monoazide, qPCR, lactobacilli

Úvod

V dnešní době roste zájem veřejnosti o informace týka-

jící se potravin, ať už jsou to údaje o krajině původu

potraviny, jejím zpracovateli či vlivu konzumace určitých

potravin na lidské zdraví. Zároveň čím dál více spotřebitelů

od potraviny očekává i její pozitivní vliv na zdraví. Výrobci

se snaží na tuto poptávku reagovat a například přidávají do

svých potravin probiotika. 

Probiotika jsou živé mikroorganismy, které při podání

v adekvátním množství přináší hostiteli zdravotní výhody

(FAO/WHO, 2002). Dle mnohých autorů je třeba, aby

výrobek obsahoval alespoň 106 až 109 KTJ g-1 životaschop-

ných probiotických mikroorganismů (Shah, 2000). Z toho-

to důvodu je důležité mít ověřené metody selektivního

stanovení probiotických bakterií (Shah, 2000, Lima a kol.,

2009). Někteří autoři upozorňují na problém stanovení

selektivně probiotických mikroorganismů ve směsi s ostat-

ními bakteriemi mléčného kvašení pomocí plotnových

metod a nabízejí jako možné řešení stanovení pomocí

kvantitativní polymerázové řetězové reakce, které by navíc

umožňovalo určit, zda se jedná o deklarovaný kmen (Furet

a kol., 2004; Huang, Lee, 2009).

Klasické stanovení počtu kolonií pomocí ploten se selek-

tivní půdou je metodou, kterou se zachycují pouze živé

buňky, což je její velkou výhodou, na druhou stranu jedná

se o časově náročnou metodu, která může vykazovat

odchylku až 30 % (Gárcia-Cayuela a kol., 2009). Z tohoto

důvodu by bylo vhodné použití qPCR, která je rychlejší

a přesnější (Furet a kol., 2004; Gárcia-Cayuela a kol.,

2009). Výhodou qPCR je její vysoká citlivost, přesnost,

dobrá opakovatelnost, minimální riziko kontaminace a ne-

jsou třeba další kroky (po qPCR). Mezi její nevýhody patří,

že data získaná pomocí qPCR značně závisí na přesnosti

odběru a přípravě vzorku, kvalitě standardu a správném

výběru primerů. Další její nevýhodou je, že se stanovují

nejen živé buňky, ale též mrtvé (Gárcia-Cayuela a kol.,

2009). V současnosti jsou již vyvinuty techniky pro

stanovení pouze živých buněk pomocí propidium

monoazidu (Gárcia-Cayuela a kol., 2009; Nocker a kol.,

2006) či ethidium monoazidu (Nocker a kol., 2006).

Tato práce se zabývala kvantitativním stanovením

Lactobacillus casei (L. casei) a Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilus) a optimalizací metody s využitím propi-

dium monoazidu pro stanovení pouze živých buněk

L. casei a L. acidophilus ve srovnání s plotnovými metoda-

mi a s výsledky získanými pomocí kvantitativní polymerá-

zové řetězové reakce (qPCR). 

Materiál a metody

Použité kmeny
Byly použity kmeny: Lactobacillus acidophilus LA 5® -

Christian Hansen (Dánsko) a CCDM 151 - Laktoflora®

Milcom (ČR) dále Lactobacillus casei Lafti® L26 - DSM

(Nizozemsko) a CCDM 198 - Laktoflora® Milcom (ČR).

Kultivace kmenů rodu Lactobacillus
Zkoumané kmeny rodu Lactobacillus byly kultivovány

v bujónu MRS, pH 5,6 (po sterilaci), bylo zaočkováno

1 obj. % inokula. Laktobacily byly kultivovány v upravené

atmosféře s obsahem 5 obj. % CO2 při 37 °C. 

Plotnové metody
V práci byly vyzkoušeny a porovnávány plotnové

metody pro L. casei MRS agar s vankomycinem (MRS-V)

při podmínkách anaerobní inkubace za teploty 37 °C po

dobu 72 hodin. pH bylo upraveno na hodnotu 5,2-4,6

a přidán vankomycin; výsledná koncentrace 1 mg l-1. A LC

agar, jehož složení je následující: na jeden litr 10 g bakteri-

ologického peptonu, 1 g kvasničného extraktu, 4 g Lab

Lemco, 2 g KH2PO4, 3 g trihydrátu acetátu sodného, 1 g

citrátu triamonného, 0,2 g heptahydrátu síranu hořeč-

natého, 0,05 g tetrahydrátu síranu hořečnatého, 1 g

hydrolyzátu kyselého kaseinu, 1 g tweenu 80. pH bylo

upraveno na 5,1 ± 0,1, bylo přidáno 6 ml bromkresolové

zeleně a 12 g bakteriologického agaru. Těsně před

očkováním byla k médiu přidána D-ribosa; konečná kon-

centrace 1 hm. %. Misky byly inkubovány anaerobně při

27 °C po dobu 72 až 96 hodin (Shah, 2000). Pro stanovení

presumptivního počtu L. acidophilus na selektivní živné

půdě byl použit postup dle ČSN ISO 20 128. Dle této

normy byla připravena MRS půda s clindamycinem

hydrochloridem a ciprofloxacinem hydrochloridem

(MRS/CL/CP); pH 6,2 ± 0,2. Výsledná koncentrace clin-

damycinu hydrochloridu byla 0,1 mg l-1, ciprofloxacinu

hydrochloridu 10 mg l-1. Misky byly inkubovány anaerob-

ně při 37 °C po dobu 72 ± 3 hodiny (ČSN ISO 20128). Dále

byl použit agar MRS pH 5,6 používaný obecně pro

stanovení laktobacilů.

Izolace DNA s obarvením propidium monoazidem
nebo ethidium monoazidem

Byl odstředěn 1 ml čerstvě narostlé kultury (10 000 g,

10 min, 4 °C) a odsán supernatant. Buňky byly promyty
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v 1 ml 1,5 % (hm.) roztoku NaCl a odstředěny 10 000 g,

10 min, 4 °C). Po odsátí supernatantu bylo přidáno 500 μl

sterilní vody. K suspenzi bylo přidáno 1,25 μl roztoku

PMA (roztok 20 % obj.) sterilního dimethylsulfoxidu

s PMA; finální koncentrace 50 mmol l-1 PMA) a proběhla

inkubace 5 minut ve tmě. Následovala fotoindukce azidové

skupiny použitím LED lampy (Phastblue, GenIUL, Španěl-

sko) (15 minut). Suspenze byla odstředěna (10 000 g,

10 min, 4 °C), supernatant byl odsán, buňky byly promyty

nejprve v 1 ml 1,5 % (hm.) roztoku NaCl, odstředěny

(10 000 g, 10 min, 4 °C), a poté v 1 ml sterilní vody a opět

odstředěny (10 000 g, 10 minut, 4 °C). Dále bylo přidáno

400 μl lytického pufru a proběhla inkubace 1 hodinu při

37 °C. Poté bylo přidáno 25 μl proteinasy K (20 mg ml-1)

a 200 μl pufru AL a následovala inkubace 30 min při 70 °C.

Suspenze byla převedena do 2 ml mikrozkumavek s 0,3 g

zirkoniových kuliček (diametr 0,5 mm). Mikrozkumavky

byly protřepány 3krát po dobu 30 s. Suspenze byla převe-

dena zpět do Eppendorfových zkumavek a odstředěna

(10 000 g, 10 min, 25 °C). Po převedení do kolonky

(DNeasy Mini spin z kitu DNeasy Blood and Tiessue kit,

Qiagen, Německo) bylo přidáno 200 μl ethanolu (98 %,

-20 °C) a inkubováno 5 minut při 25 °C. Poté byl vzorek

odstředěn (5 750 g, 2 min, 4 °C). Po odstředění byl vylit

obsah sběrné zkumavky, přidáno 500 μl pufru AW1 a násle-

dovalo odstředění (6 750 g, 2 min, 4 °C). Opět byl vylit

obsah sběrné zkumavky, bylo přidáno 500 μl pufru AW2

a odstředěno (13 900 g, 3 min, 4 °C). Nakonec byl ještě

jednou vylit obsah sběrné zkumavky a následovalo další

odstředění (13 900 g, 3 min, 4 °C). Před elucí DNA byla

vyměněna sběrná zkumavka. Na střed membrány v kolonce

bylo napipetováno 50 μl elučního pufru AE, proběhla

inkubace 2 minuty při 25 °C a poslední odstředění (5 750 g,

1 min, 4 °C). V případě obarvení ethidium monoazidem byl

PMA pouze nahrazen EMA.

Izolace DNA s použitím cholátu sodného před
obarvením PMA a EMA upravenou metodou dle
Yanga a kol. (2011)

Byl odstředěn 1 ml čerstvě narostlé kultury (10 000 g,

10 min, 4 °C) a odsán supernatant. K peletě byl přidán

cholát sodný (konečná koncentrace 0,5 hm. %) a poté

proběhla inkubace 30 minut při 37 °C. Dále se v práci

pokračovalo dle předchozího odstavce.

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce
Nejprve byl připraven mix dle tabulky I. Následně bylo

do každé jamky napipetováno 9 μl mixu. A poté byl do

každé jamky napipetován 1 μl stanovované DNA (duplikát-

ně byla napipetována kalibrační řada i neznámé vzorky).

Vlastní reakce probíhala dle tabulky II. 

Výsledky a diskuse

Porovnání kvantitativního stanovení počtu buněk
L. acidophilus a L. casei pomocí propidium
monoazidu a ethidium monoazidu

Bylo provedeno porovnání stanovení počtu kolonií

tvořících jednotek dvou kmenů L. casei a dvou kmenů

L. acidophilus, jak je uvedeno v tabulkách III-VI, pomocí

kultivačních metod, qPCR, PMA-qPCR a pomocí qPCR

s obarvením EMA (EMA-qPCR). Počet buněk stanovený

pomocí qPCR byl o 1,0-1,3 řádu vyšší než plotnovými

metodami. Lepší korelace s kultivačními metodami byla

dosažena u qPCR s interkalačními barvivy.
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MRS 5,6 MRS-V LC qPCR PMA-qPCR EMA-qPCR
8,49 8,45 8,46 9,78 9,77 9,62

Tab. III. Porovnání stanovení počtu buněk čisté kultury 

L. casei Lafti L26 pomocí plotnových metod,

qPCR a qPCR s obarvením PMA a EMA (log KTJ ml-1)

MRS 5,6 MRS-V LC qPCR PMA-qPCR EMA-qPCR
8,75 8,74 8,74 9,73 9,70 9,49

Tab. IV. Porovnání stanovení počtu buněk čisté kultury

L. casei CCDM 198 pomocí plotnových metod, qPCR

a qPCR s obarvením PMA a EMA (log KTJ ml-1)

MRS 5,6 MRS/CL/CP qPCR PMA-qPCR EMA-qPCR
8,00 8,11 11,46 10,21 9,33

Tab. V. Porovnání stanovení počtu buněk čisté kultury 

L. acidophilus LA 5 pomocí plotnových metod, qPCR

a qPCR s obarvením PMA a EMA (log KTJ ml-1)

MRS 5,6 MRS/CL/CP qPCR PMA-qPCR EMA-qPCR
8,08 8,04 8,31 7,91 5,02

Tab. VI. Porovnání stanovení počtu buněk čisté kultury 

L. acidophilus CCDM 151 pomocí plotnových

metod, qPCR a qPCR s obarvením PMA a EMA

(log KTJ ml-1)

PCR mix výrobce objem (μμl)
iQ SYBR Green Supermix Biorad 5
Primer Fwd (10 mol l-1) GeneriBiotech 0,5
Primer Re (10 mol l-1) GeneriBiotech 0,5

Demineralizovaná sterilní voda - 3
Celkový objem 9

Tab. I PCR mix

Počet cyklů Teplota (°C) čas (s)
1 95 180
39 95 30

65/62 30
72 30

Křivka tání 55-95 0,05 s / 0,5 °C

Tab. II Průběh qPCR reakce

Nocker a kol. uvádí, že v jejich práci došlo k poklesu

počtu buněk stanovených pomocí EMA-qPCR o 1-2 řádu

oproti stanovení PMA-qPCR. Tento jev je dán tím, že EMA

může proniknout také buněčnou stěnou živých buněk

a zkreslovat tak výsledky, zatímco PMA buněčnou stěnou

živých buněk neproniká (Nocker a kol., 2006; Yán~ez a kol.,

2011). Množství živých buněk, do kterých EMA pronikne

veda 154.qxd  11.2.2016  10:52  Page 11



je dáno druhem buněk (Nocker a kol., 2006), použitou kon-

centrací barviva (Kobayashi a kol., 2009; Wang a kol.,

2009) či hustotou bakteriální suspenze (Flekna a kol.,

2007; Kobayashi a kol., 2009). Existují názory, že EMA

není vhodný k odlišení živých a mrtvých buněk (Flekna

a kol., 2007; Kobayashi a kol., 2009; Nam a kol., 2011).

PMA byl navržen jako vhodná alternativa EMA, neboť je

specifičtější. Důvodem by mohlo být to, že PMA má vyšší

náboj molekuly (PMA2+, EMA1+) (Nocker a kol., 2006).

Nevýhodou PMA je generace falešně pozitivních výsledků

z důvodu potlačení neúplného signálu. Na druhou stranu,

EMA-qPCR způsobuje vyšší snížení CT hodnoty než

PMA-qPCR při srovnání s qPCR (Fittipaldi a kol., 2012).

Ke stejnému výsledku se došlo i v této práci u L. casei Lafti

L26, L. casei CCDM 198, L. acidophilus LA 5 a L. aci-
dophilus CCDM 151. 

Vliv změny podmínek na kvantitativní stanovení
počtu živých buněk L. acidophilus a L. casei
pomocí PMA-qPCR a EMA-qPCR

Byla popsána nutnost stanovení efektivní koncentrace bar-

viva a doby ozáření pro stanovovaný mikroorganismus

(Yán~ez a kol., 2011). Byla provedena stanovení pro optimal-

izaci metody pro použití PMA-qPCR (EMA-qPCR) pro L.
casei a L. acidophilus se zaměřením na koncentraci

použitého barviva a dobu fotoindukce barviva. Čisté kmeny

L. casei Lafti L26 a L. acidophilus CCDM 151 byly kul-

tivovány v bujónu a dále byla provedena izolace DNA se

změnou koncentrace barviva (konečná kon-

centrace barviva 25 mmol l-1, 50 mmol l-1,

100 mmol l-1 a 200 mmol l-1) v prvním pří-

padě (obr. 1 a 2), ve druhém případě

(obr. 3 a 4 byla použita koncentrace barviva

50 mmol l-1, ale byla pozměněna doba

fotoindukce (7,5 min, 15 min a 30 min). 

Počet buněk stanovený plotnovou metodou byl u L. casei
Lafti L 26 i L. acidophilus CCDM 151 o 2 řády nižší než

qPCR, oproti PMA-qPCR o cca 1,5 řádu. V případě 

EMA-qPCR se od sebe L. casei a L. acidophilus lišili více.

U L. casei došlo k poklesu od PMA-qPCR o 0,3 řádu.

U stanovení počtu buněk L. acidophilus s rostoucí koncen-

trací EMA klesal stanovený počet buněk. EMA se nejspíše

navázala na DNA i ze živých buněk L. acidophilus.
Z obrázků 3 a 4 je patrné, že doba fotoindukce neměla

v těchto případech příliš velký vliv na stanovení počtu

buněk L. casei a L. acidophilus (pouze v případě doby

fotoindukce 7,5 minuty u EMA-qPCR byl zaznamenán

pokles počtu stanovených buněk o 2,5 řádu).

Fotoindukci po dobu 15 minut pro obarvení PMA

používají ve své práci například Guarcía-Caguella a kol.

(2009).

Použití cholátu sodného před obarvením buněk
PMA a EMA u qPCR upravenou metodou dle
Yanga a kol. (2011)

Dle Yanga a kol. (2011) je vhodné před obarvením buněk

PMA použít deoxycholát sodný. Účinek cholátu sodného

byl testován v této práci u L. casei Lafti L26, který byl kul-

tivován v bujónu. Byla vyizolována DNA s cholátem sod-

ným (CHS). Bylo také provedeno stanovení počtu buněk

plotnovou metodou na MRS agaru pH 5,6; Porovnání

výsledků je patrné v tabulce VII.
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MRS 5,6 qPCR PMA-qPCR PMA-qPCR s CHS EMA-qPCR EMA-qPCR s CH
9,00 11,55 9,74 8,94 9,31 9,10

Tab. VII. Porovnání stanovení počtu buněk pomocí qPCR, qPCR-PMA,

qPCR-PMA-CHS, qPCR-EMA, qPCR-EMA-CHS a plotnovými 

metodami L. casei  Lafti L26 (log KTJ ml-1)

Obr. 1 Stanovení počtu buněk L. casei Lafti L26 při různé

koncentraci interkalačních barviv

Obr. 2 Stanovení počtu buněk L. acidophilus CCDM 151

při různé koncentraci interkalačních barviv

Obr. 3 Stanovení počtu buněk L. casei Lafti L26 při různé

době fotoindukce interkalačních barviv

Obr. 4 Stanovení počtu buněk u L. acidophilus CCDM 151

při různé době fotoindukce Interkalačních barviv
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Počet buněk obarvených PMA (EMA) bez cholátu sod-

ného byl vyšší než počet buněk obarvených PMA (EMA)

s cholátem sodným. Počtu buněk stanovených plotnovými

metodami bylo nejblíže stanovení PMA-qPCR s cholátem

sodným. Ke stejnému zjištění došli Yang a kol. (2011)

v práci zaměřené na kvantitativní stanovení E. coli. V naší

práci pro L. casei Lafti L26 jsou výsledky získané EMA-

qPCR s použitím cholátu sodného bližší plotnové metodě

nežli pouze EMA-qPCR.

Závěr

Byla provedena optimalizace qPCR s použitím PMA

a EMA. Pro stanovení počtu buněk L. casei a L. aci-
dophilus byla vybrána PMA-qPCR s konečnou koncentrací

PMA 50 mmol l-1 a optimální doba fotoindukce byla

stanovena na 15 minut při použití LED lampy Phastblue,

GenIUL (Španělsko). Při použití ošetření buněk cholátem

sodným (konečná koncentrace 0,5 hm. %) před samotnou

reakcí PMA-qPCR bylo dosaženo nejvyšší shody s hodno-

tami počtu buněk stanovenými kultivačními metodami.

Pomocí této metody by mělo být možné stanovit kmeny

L. casei a L. acidophilus selektivně ve směsi s ostatními

probiotickými bakteriemi či zákysovými kulturami.

Poděkování
Financováno z účelové podpory na specifický vysoko-

školský výzkum (MŠMT č. 20/2015).
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The influence of somatic cells count on milk
quality

Souhrn

Práce rozebírá příčiny vzniku mastitidy a vliv zvýšeného

počtu somatických buněk na technologické zpracování

mléka. Pojednává o změnách ve složení a kvalitě mléka

v důsledku mastitidy, rizicích zvýšeného počtu somatic-

kých buněk v mléce pro spotřebitele i zpracovatele mléka.

Popisuje diagnostiku mastitidy pomocí sledování počtu

somatických buněk a enzymatické aktivity v mléce.

Klíčová slova: složení mléka, obsah laktózy, somatické

buňky, inhibiční látky, enzymy

Summary

This work analyzes the possible causes of mastitis and

the impact of increased somatic cell count on the techno-
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