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Graf 1 Koncentrdcia vitaminu A (mg/l = SD) v kravskom
a kozom mlieku

U mlieka kozieho bola pozorovand variabilita vitaminu A
v priebehu celej laktacie. Na grafe ¢. 2 je vidno zmeny kon-
centracii v jednotlivych mesiacoch. Najvyssia koncentracia
bola zaznamenand v jini a auguste a nasledne klesala.
Tento jav okrem zmien v kfmeni (pastva vs kimenie kon-
centrované) moze suvisiet i so zasuSovanim a pripravou
organizmu na dalsiu graviditu a laktciu. Statistickym
porovnanim koncentracie vitaminu A u fariem kon-
vencnych a EKO neboli pozorované Ziadne rozdiely.

Zaver

Vitamin A patri k vyznamnym nutricnym parametrom
mlieka. Z pohladu potravinovych zdrojov tohoto vitaminu,
patri mlieko ako zakladna potravina k jeho najvyznamne-
j8im zdrojom. Na zdklade stanovenia obsahu retinolu
v mlieku kravskom a kozom je mozno konStatovat, Ze
1 liter mlieka kravského, nakupovaného mliekariiami, 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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Determination of viable lactobacilli using
propidium monoazide and qPCR

Abstrakt

Byla optimalizovana a testovana kvantitativni polymera-
zova fetézova reakce s interkalacnimi barvivy propidium
monoazidem (PMA) a ethidium monoazidem (EMA) pro
stanoveni pouze Zzivotaschopnych laktobacili. Byly
hodnoceny podminky metody jako je vybér barviva, kon-
centrace barviva, ptfidavek cholatu sodného a doba fo-
toindukce. Dand metoda PMA-qPCR byla porovnana
s plotnovymi metodami a qPCR bez pouziti propidium
monoazidu. Pro Lactobacillus casei a Lactobacillus aci-
dophilus byl jako vhodné barvivo vybran propidium
monoazid o kone¢né koncentraci 50 mmol I"' s pridavkem
0,5 % hm. cholatu sodného a dobou fotoindukce 15 minut
pomoci LED lampy. Vysledky ziskané touto metodou byly
ve veétsi shodé s vysledky z kultivaénich metod neZ samot-
na qPCR.

Klicova slova: propidium monoazid, qPCR, lakto-
bacily
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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 I 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, gPCR, lactobacilli

Uvod

V dnesni dobé roste zajem vefejnosti o informace tyka-
jici se potravin, at uz jsou to udaje o krajiné ptvodu
potraviny, jejim zpracovateli ¢i vlivu konzumace uréitych
potravin na lidské zdravi. Zaroven ¢im dal vice spotfebitelt
od potraviny ocekdva i jeji pozitivni vliv na zdravi. Vyrobci
se snazi na tuto poptavku reagovat a naptiklad ptidavaji do
svych potravin probiotika.

Probiotika jsou Zivé mikroorganismy, které pfi podani
(FAO/WHO, 2002). Dle mnohych autord je tfeba, aby
vyrobek obsahoval alespoti 10° a7 10° KTJ g Zivotaschop-
nych probiotickych mikroorganisma (Shah, 2000). Z toho-
to divodu je dulezité mit ovérené metody selektivniho
stanoveni probiotickych bakterii (Shah, 2000, Lima a kol.,
2009). Nekteri autofi upozoriiuji na problém stanoveni
selektivné probiotickych mikroorganismu ve smési s ostat-
nimi bakteriemi mlécného kvaSeni pomoci plotnovych
metod a nabizeji jako mozné teSeni stanoveni pomoci
kvantitativni polymerazové fetézové reakce, které by navic
umoziovalo urcit, zda se jedna o deklarovany kmen (Furet
a kol., 2004; Huang, Lee, 2009).

Klasické stanoveni poctu kolonii pomoci ploten se selek-
tivni piidou je metodou, kterou se zachycuji pouze Zivé
buriky, coz je jeji velkou vyhodou, na druhou stranu jedna
se o Casové naro¢nou metodu, kterd muze vykazovat
odchylku az 30 % (Garcia-Cayuela a kol., 2009). Z tohoto
divodu by bylo vhodné pouziti qPCR, ktera je rychlejsi
a presnéjsi (Furet a kol., 2004; Gércia-Cayuela a kol.,
2009). Vyhodou gPCR je jeji vysoka citlivost, pfesnost,
dobrd opakovatelnost, minimalni riziko kontaminace a ne-
jsou tieba dalsi kroky (po gPCR). Mezi jeji nevyhody pati,
7e data ziskand pomoci qPCR znacné zavisi na presnosti
odbéru a pfipravé vzorku, kvalité standardu a spravném
vybéru primerd. Dalsi jeji nevyhodou je, Ze se stanovuji
nejen zivé bunky, ale téZ mrtvé (Garcia-Cayuela a kol.,
2009). V soucasnosti jsou jiz vyvinuty techniky pro

stanoveni pouze zivych bunék pomoci propidium
monoazidu (Gércia-Cayuela a kol., 2009; Nocker a kol.,
2006) ¢i ethidium monoazidu (Nocker a kol., 2006).

Tato prace se zabyvala kvantitativnim stanovenim
Lactobacillus casei (L. casei) a Lactobacillus acidophilus
(L. acidophilus) a optimalizaci metody s vyuZitim propi-
dium monoazidu pro stanoveni pouze Zivych bunék
L. casei a L. acidophilus ve srovnani s plotnovymi metoda-
mi a s vysledky ziskanymi pomoci kvantitativni polymera-
zové fetézové reakce (QPCR).

Material a metody

Poufité kmeny

Byly pouzity kmeny: Lactobacillus acidophilus LA 5° -
Christian Hansen (Déansko) a CCDM 151 - Laktoflora®
Milcom (CR) déle Lactobacillus casei Lafti® 1.26 - DSM
(Nizozemsko) a CCDM 198 - Laktoflora® Milcom (CR).

Kultivace kmenii rodu Lactobacillus

Zkoumané kmeny rodu Lactobacillus byly kultivovany
v bujéonu MRS, pH 5,6 (po sterilaci), bylo zaockovano
1 obj. % inokula. Laktobacily byly kultivovany v upravené
atmosféfe s obsahem 5 obj. % CO, pri 37 °C.

Plotnové metody

V prici byly vyzkouSeny a porovnivany plotnové
metody pro L. casei MRS agar s vankomycinem (MRS-V)
pfi podminkach anaerobni inkubace za teploty 37 °C po
dobu 72 hodin. pH bylo upraveno na hodnotu 5,2-4,6
a pfidén vankomycin; vysledna koncentrace 1 mg I''. A LC
agar, jehoz sloZeni je nasledujici: na jeden litr 10 g bakteri-
ologického peptonu, 1 g kvasni¢ného extraktu, 4 g Lab
Lemco, 2 g KH>POs, 3 g trihydratu acetatu sodného, 1 g
citratu triamonného, 0,2 g heptahydratu siranu horec-
natého, 0,05 g tetrahydratu siranu hofecnatého, 1 g
hydrolyzatu kyselého kaseinu, 1 g tweenu 80. pH bylo
upraveno na 5,1 + 0,1, bylo pfiddno 6 ml bromkresolové
zelené a 12 g bakteriologického agaru. Tésné pred
oc¢kovanim byla k médiu pridana D-ribosa; kone¢na kon-
centrace 1 hm. %. Misky byly inkubovany anaerobné pfi
27 °C po dobu 72 az 96 hodin (Shah, 2000). Pro stanoveni
presumptivniho poctu L. acidophilus na selektivni Zivné
pidé byl pouZit postup dle CSN ISO 20 128. Dle této
normy byla pfipravena MRS pida s clindamycinem
hydrochloridem a ciprofloxacinem hydrochloridem
(MRS/CL/CP); pH 6,2 + 0,2. Vysledna koncentrace clin-
damycinu hydrochloridu byla 0,1 mg 1", ciprofloxacinu
hydrochloridu 10 mg I''. Misky byly inkubovéany anaerob-
né pii 37 °C po dobu 72 + 3 hodiny (CSN ISO 20128). Déle
byl pouzit agar MRS pH 5,6 pouZivany obecné pro
stanoveni laktobacilt.

Izolace DNA s obarvenim propidium monoazidem
nebo ethidium monoazidem

Byl odstfedén 1 ml Cerstvé narostlé kultury (10 000 g,
10 min, 4 °C) a odsan supernatant. Buiikky byly promyty

10

MLEKARSKE LISTY 154, Vol. 27, No. 1



VEDA, VYZKUM

v 1 ml 1,5 % (hm.) roztoku NaCl a odstfedény 10 000 g,
10 min, 4 °C). Po odsati supernatantu bylo pfidano 500 pl
sterilni vody. K suspenzi bylo pfidano 1,25 pl roztoku
PMA (roztok 20 % obj.) sterilniho dimethylsulfoxidu
s PMA; finélni koncentrace 50 mmol 1" PMA) a probéhla
inkubace 5 minut ve tm&. Nasledovala fotoindukce azidové
skupiny pouzitim LED lampy (Phastblue, GenIUL, Spanél-
sko) (15 minut). Suspenze byla odstfedéna (10 000 g,
10 min, 4 °C), supernatant byl odsan, buiiky byly promyty
nejprve v 1 ml 1,5 % (hm.) roztoku NaCl, odstfedény
(10 000 g, 10 min, 4 °C), a poté v 1 ml sterilni vody a opét
odstfedény (10 000 g, 10 minut, 4 °C). Déle bylo pridano
400 pl lytického pufru a probéhla inkubace 1 hodinu pri
37 °C. Poté bylo piidano 25 pl proteinasy K (20 mg ml™)
a 200 pl pufru AL a néasledovala inkubace 30 min pti 70 °C.
Suspenze byla pfevedena do 2 ml mikrozkumavek s 0,3 g
zirkoniovych kuli¢ek (diametr 0,5 mm). Mikrozkumavky
byly protfepany 3krat po dobu 30 s. Suspenze byla preve-
dena zpét do Eppendorfovych zkumavek a odstfedéna
(10 000 g, 10 min, 25 °C). Po prevedeni do kolonky
(DNeasy Mini spin z kitu DNeasy Blood and Tiessue kit,
Qiagen, Némecko) bylo pfidano 200 pl ethanolu (98 %,
-20 °C) a inkubovano 5 minut pfi 25 °C. Poté byl vzorek
odstfedén (5 750 g, 2 min, 4 °C). Po odstfedéni byl vylit
obsah sbérné zkumavky, priddno 500 pl pufru AW1 a nasle-
dovalo odstfedéni (6 750 g, 2 min, 4 °C). Opét byl vylit
obsah sbérné zkumavky, bylo ptidano 500 ul pufru AW2
a odstfedéno (13 900 g, 3 min, 4 °C). Nakonec byl jesté
jednou vylit obsah sbérné zkumavky a nasledovalo dalsi
odstredéni (13 900 g, 3 min, 4 °C). Pred eluci DNA byla
vyménéna sbérna zkumavka. Na stfed membrany v kolonce
bylo napipetovano 50 pl elu¢niho pufru AE, probéhla
inkubace 2 minuty pfi 25 °C a posledni odstredéni (5 750 g,
1 min, 4 °C). V pfipadé€ obarveni ethidium monoazidem byl
PMA pouze nahrazen EMA.

Izolace DNA s pouZitim choldtu sodného pred
obarvenim PMA a EMA upravenou metodou dle
Yanga a kol. (2011)

Byl odstfedén 1 ml Cerstvé narostlé kultury (10 000 g,
10 min, 4 °C) a odsan supernatant. K peleté byl pfidan
cholat sodny (konecna koncentrace 0,5 hm. %) a poté
probéhla inkubace 30 minut pfi 37 °C. Déle se v préci
pokracovalo dle pfedchoziho odstavce.

Kvantitativni polymerdzovd retézovd reakce

Nejprve byl pfipraven mix dle tabulky I. Nasledné bylo
do kazdé jamky napipetovano 9 pl mixu. A poté byl do
kazdé jamky napipetovan 1 pl stanovované DNA (duplikat-

Tab. I PCR mix
PCR mix objem (pl)
iQ SYBR Green Supermix Biorad 5
Primer Fwd (10 mol I) GeneriBiotech 0,5
Primer Re (10 mol I) GeneriBiotech 0,5
Demineralizovana sterilni voda = 3
Celkovy objem 9

Tab. Il Pribéh gPCR reakce

Pocet cykli Teplota (°C)
1 95 180
39 95 30
65/62 30
72 30
Kfivka tani 55-95 0,05s/05°C

né byla napipetovana kalibracni fada i nezndmé vzorky).
Vlastni reakce probihala dle tabulky II.

Vysledky a diskuse

Porovndni kvantitativniho stanoveni poctu bunék
L. acidophilus a L. casei pomoci propidium
monoazidu a ethidium monoazidu

Bylo provedeno porovnani stanoveni poctu kolonii
tvoricich jednotek dvou kment L. casei a dvou kment
L. acidophilus, jak je uvedeno v tabulkach III-VI, pomoci
kultivacnich metod, qPCR, PMA-qPCR a pomoci qPCR
s obarvenim EMA (EMA-qPCR). Pocet bun¢k stanoveny
pomoci qPCR byl o 1,0-1,3 fadu vyssi neZ plotnovymi
metodami. Lepsi korelace s kultivaénimi metodami byla
dosazena u qPCR s interkalacnimi barvivy.

Tab. Ill. Porovnani stanoveni poctu bunék cisté kultury
L. casei Lafti L26 pomoci plotnovych metod,
gPCR a gPCR s obarvenim PMA a EMA (log KTJ ml")

MRS 56 MRS-V LC qPCR PMA-gPCR EMA-qPCR
8,49 8,45 846 | 9,78 9,77 9,62

Tab. IV. Porovnani stanoveni poctu bunék cisté kultury
L. casei CCDM 198 pomoci plotnovych metod, g°PCR
a gPCR s obarvenim PMA a EMA (log KTJ ml")

MRS56 MRSV LG ¢gPCR PMA-qPCR EMA-qPCR
8,75 8,74 8,74 | 973 9,70 9,49

Tab. V. Porovnani stanoveni poctu bunék cisté kultury
L. acidophilus LA 5 pomoci plotnovych metod, gPCR
a gPCR s obarvenim PMA a EMA (log KTJ ml")

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

Tab. VI. Porovnani stanoveni poétu bunék Cisté kultury
L. acidophilus CCDM 151 pomoci plotnovych
metod, gPCR a qPCR s obarvenim PMA a EMA

(log KTJ ml")
MRS 5,6 MRS/CL/CP qPCR PMA-gPCR  EMA-qPCR
8,08 8,04 8,31 7,91 5,02

Nocker a kol. uvadi, Ze v jejich praci doSlo k poklesu
poctu bunék stanovenych pomoci EMA-qPCR o 1-2 fadu
oproti stanoveni PMA-qPCR. Tento jev je dan tim, Ze EMA
muze proniknout také bunécnou sténou Zivych bunék
a zkreslovat tak vysledky, zatimco PMA bunécnou sténou
zivych bunék nepronika (Nocker a kol., 2006; Yaiiez a kol.,
2011). Mnozstvi zivych bunék, do kterych EMA pronikne
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Tab. VII. Porovnani stanoveni poctu bunék pomoci gPCR, gPCR-PMA,
gPCR-PMA-CHS, qPCR-EMA, qPCR-EMA-CHS a plotnovymi

metodami L. casei Lafti L26 (log KTJ ml’)
MRS 5,6 qPCR

PMA-qPGR PMA-qPCR s CHS EMA-qPCR EMA-qPCR s CH

zménou koncentrace barviva (kone¢na kon-
centrace barviva 25 mmol 1", 50 mmol 1",
100 mmol 1" a 200 mmol 1) v prvnim pfi-
padé (obr. 1 a 2), ve druhém piipadé
9,10 (obr. 3 a 4 byla pouZita koncentrace barviva

9,00 11,55 9,74 8,94 9,31
11,00
10.00
E 900 =PMA
E mEMA
o 8,00 - gPCR
7,00 m MRS 5.6
6,00 1
0 25 50 100 200
koncentrace barviva [mmol - 1-1]

Obr. 1 Stanoveni poctu bunék L. casei Lafti L26 pfi rizné
koncentraci interkalacnich barviv

[log KTT - ml ]

10,00 -
9,00 EPMA
mEMA
8,00 qPCR
7,00 m MRS 5.6
6,00 \
s} 25 50 100

200
koncentrace barviva [mmol - 1]

Obr. 2 Stanoveni poctu bunék L. acidophilus CCDM 151
pfi rizné koncentraci interkalacnich barviv

je dano druhem bunék (Nocker a kol., 2006), pouZitou kon-
centraci barviva (Kobayashi a kol., 2009; Wang a kol.,
2009) ¢i hustotou bakteridlni suspenze (Flekna a kol.,
2007; Kobayashi a kol., 2009). Existuji nazory, ze EMA
neni vhodny k odliSeni Zivych a mrtvych bunék (Flekna
a kol., 2007; Kobayashi a kol., 2009; Nam a kol., 2011).
PMA byl navrzen jako vhodna alternativa EMA, nebot je
specifictéjsi. Divodem by mohlo byt to, Ze PMA ma vyssi
naboj molekuly (PMA*, EMA'") (Nocker a kol., 2006).
Nevyhodou PMA je generace falesné pozitivnich vysledka
z divodu potlaceni netplného signdlu. Na druhou stranu,
EMA-qPCR zpiisobuje vyssi sniZzeni CT hodnoty nez
PMA-qPCR pfi srovnani s qPCR (Fittipaldi a kol., 2012).
Ke stejnému vysledku se doslo i v této praci u L. casei Lafti
L26, L. casei CCDM 198, L. acidophilus LA 5 a L. aci-
dophilus CCDM 151.

Vliv zmény podminek na kvantitativni stanoveni
poctu Zivych bunék L. acidophilus a L. casei
pomoci PMA-qPCR a EMA-qPCR

Byla popsana nutnost stanoveni efektivni koncentrace bar-
viva a doby ozafeni pro stanovovany mikroorganismus
(Yanez a kol., 2011). Byla provedena stanoveni pro optimal-
izaci metody pro pouZiti PMA-qPCR (EMA-qPCR) pro L.
casei a L. acidophilus se zaméfenim na koncentraci
pouZitého barviva a dobu fotoindukce barviva. Cisté kmeny
L. casei Lafti 126 a L. acidophilus CCDM 151 byly kul-
tivovany v bujoénu a dale byla provedena izolace DNA se

50 mmol 1", ale byla pozménéna doba
fotoindukce (7,5 min, 15 min a 30 min).

Pocet bun€k stanoveny plotnovou metodou byl u L. casei
Lafti L 26 i L. acidophilus CCDM 151 o 2 fady niZsi nez
qPCR, oproti PMA-qPCR o cca 1,5 fadu. V pripadé
EMA-qPCR se od sebe L. casei a L. acidophilus lisili vice.
U L. casei doslo k poklesu od PMA-qPCR o 0,3 radu.
U stanoveni poctu bunék L. acidophilus s rostouci koncen-
traci EMA klesal stanoveny pocet bunék. EMA se nejspiSe
navazala na DNA i ze Zivych bunék L. acidophilus.

Z obrazku 3 a 4 je patrné, Ze doba fotoindukce neméla
v téchto ptipadech prili§ velky vliv na stanoveni poctu
bunék L. casei a L. acidophilus (pouze v piipadé doby
fotoindukce 7,5 minuty u EMA-qPCR byl zaznamenan
pokles poctu stanovenych bunék o 2,5 fadu).

Fotoindukci po dobu 15 minut pro obarveni PMA
pouzivaji ve své praci napriklad Guarcia-Caguella a kol.
(2009).

PouZiti choldtu sodného pred obarvenim buné¢k
PMA a EMA u gPCR upravenou metodou dle
Yanga a kol. (2011)

Dle Yanga a kol. (2011) je vhodné pfed obarvenim bunék
PMA pouzit deoxycholat sodny. U€inek cholatu sodného
byl testovan v této praci u L. casei Lafti L26, ktery byl kul-
tivovan v bujénu. Byla vyizolovana DNA s cholatem sod-
nym (CHS). Bylo také provedeno stanoveni poctu bunék
plotnovou metodou na MRS agaru pH 5,6; Porovnani
vysledkt je patrné v tabulce VII.

11,00 4

10,00

9.00 =PMA
56 =EMA
qPCR
7,00 m MRS 5.6
6,00 1
e} 7.5 15 30

doba ozateni [min]

[log KTT - ml"]

Obr. 3 Stanoveni poc¢tu bunék L. casei Lafti L26 pfi rizné
dobé fotoindukce interkalacnich barviv

11,00

10,00

9,00
mPMA
= EMA
8,00 i
qPCR
m MRS 5.6
7,00
6,00 )
o 7.5 15 30

[log KTJ - "]

doba ozaieni [1min]

Obr. 4 Stanoveni poc¢tu bunék u L. acidophilus CCDM 151
pfi rizné dobé fotoindukce Interkalaénich barviv
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Pocet bunék obarvenych PMA (EMA) bez cholatu sod-
ného byl vysS§i nez pocet bunék obarvenych PMA (EMA)
s cholatem sodnym. Poctu bunék stanovenych plotnovymi
metodami bylo nejbliZze stanoveni PMA-qPCR s cholatem
sodnym. Ke stejnému zjiSténi dosli Yang a kol. (2011)
v praci zaméfené na kvantitativni stanoveni E. coli. V nasi
préci pro L. casei Lafti L26 jsou vysledky ziskané EMA-
gPCR s pouzitim cholatu sodného blizsi plotnové metodé
nezli pouze EMA-qPCR.

Zaver

Byla provedena optimalizace qPCR s pouzitim PMA
a EMA. Pro stanoveni poc¢tu bunék L. casei a L. aci-
dophilus byla vybrana PMA-qPCR s kone¢nou koncentraci
PMA 50 mmol 1" a optimdlni doba fotoindukce byla
stanovena na 15 minut pfi pouZziti LED lampy Phastblue,
GenIUL (Spanélsko). Pfi pouZiti oSetfeni bunék cholatem
sodnym (kone¢na koncentrace 0,5 hm. %) pred samotnou
reakci PMA-qPCR bylo dosaZeno nejvyssi shody s hodno-
tami poctu bunék stanovenymi kultivanimi metodami.
Pomoci této metody by mélo byt mozné stanovit kmeny
L. casei a L. acidophilus selektivné ve smési s ostatnimi
probiotickymi bakteriemi ¢i zakysovymi kulturami.

Podéekovdni
Financovano z ucelové podpory na specificky vysoko-
Skolsky vyzkum (MSMT ¢&. 20/2015).
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The influence of somatic cells count on milk
quality

Souhrn

Prace rozebira pri¢iny vzniku mastitidy a vliv zvySeného
poc¢tu somatickych bunék na technologické zpracovani
mléka. Pojedndva o zménach ve slozeni a kvalit¢ mléka
v dusledku mastitidy, rizicich zvySeného poctu somatic-
kych bunék v mléce pro spotiebitele i zpracovatele mléka.
Popisuje diagnostiku mastitidy pomoci sledovani poctu
somatickych bunék a enzymatické aktivity v mléce.

Klicova slova: slozeni mléka, obsah laktdzy, somatické
buriky, inhibi¢ni latky, 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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