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ABSTRAKT

V této praci byly optimalizovany metody izolace DNA z ptirodnich syr. Cilem bylo zhod-
notit, pomoci které metody je mozno ziskat co mozna nejvétsi koncentraci a Cistotu DNA
pro naslednou analyzu vzorkli metodou PCR-DGGE a sekvenaci DNA. K izolaci DNA ze
vzorkd syrt a mléka byla pouzita komercni souprava urcend pro potraviny. Pro sledovani
diverzity mikroorganizmu byla vyuzita technika PCR-DGGE. Béhem vyzkumu bylo zjis-
téno, ze na izolaci DNA z piirodnich zrajicich syri ma vliv rozdilny obsah tuku. U techniky
DGGE byl zkouman vliv koncentrace gelu na sledovani diverzity mikroorganizmu. U vSech
vzorku syrt byl identifikovan Lactococcus lactis subsp. lactis. U nékterych vzorkt byl za-
znamenan vyskyt bakterii rodu Bacillus a Lactococcus lactis subsp. cremoris. Jiné zastou-

peni bakterii se nepodafilo stanovit.

Kli¢ova slova: gouda, ptirodni syry, izolace DNA z ptirodnich syri, PCR, DGGE

ABSTRACT

In this work have been optimized DNA isolation methods from ripened cheeses. The aim
was to evaluate, by which method it is possible to obtain as much DNA concentration and
purity as possible for subsequent analysis of samples by PCR-DGGE and DNA sequencing.
A commercial kit for food was used to isolate DNA from cheeses and milk samples. To
monitor the diversity of microorganisms was used PCR-DGGE. During the research, it was
found that different amounts of fat affect the DNA isolation from natural maturing cheeses.
For DGGE was investigated the effect of gel concentration on the diversity of microorga-
nisms. For all samples was identified Lactococcus lactis subsp. lactis. In some samples was
identified Bacillus sp. and Lactococcus lactis subsp. cremoris. Other species of bacteria were

not found.

Keywords: gouda, ripened cheese, DNA isolation from cheese, PCR, DGGE
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UvVOD

Syry jsou fazeny mezi oblibené mlééné vyrobky nejen v Ceské republice, ale i ve svété. Z

hlediska postupu vyroby se syry dé€li na pfirodni a tavené.

Ptirodni syry jsou az na vyjimky vyradbény z pasterovan¢ho mléka, které bylo pted vyrobou
upraveno na pozadovanou tuc¢nost. Behem zrani dochézi u ptfirodnich syrt k utvareni cha-
rakteristickych vlastnosti plisobenim mikroorganizmit a biochemickych zmén. Vysledné or-
ganoleptické vlastnosti syru jsou dany predevsim postupem vyroby, druhem ptidanych mlé-
karenskych kultur a dobou zrani. Zejména béhem zrani v§ak muze dojit k ovlivnéni vysled-
nych vlastnosti mnoha faktory, jako je misto skladovani, teplota a vlhkost, poptipad¢ aktivita

pfitomnych mikroorganizmd.

Ke sledovani zmén béhem zrani a skladovani Ize vyuzit rizné mikrobiologické metody, at’
uz kultivaéni, nebo non-kultivaéni. Zatimco kultiva¢ni metody slouzi ptfedevs§im ke srovna-
vani, non-kultivacni metody se zaméiuji na sledovani konkrétnich druhit mikroorganizmi,
které byly pouzity jako starterové kultury pti vyrob¢, nebo se do potraviny dostaly jako kon-
taminace z mléka ¢i vnéjSiho prostiedi pii vyrobé.

Tato bakalafska prace se zaméfuje na sledovani biodiverzity pfirodnich zrajicich syra po-
moci non-kultivaénich molekularné-biologickych metod. Konkrétné se jedna o polymerazo-
vou fetézovou reakci, degradacni gradientovou gelovou elektroforézu a naslednou sekvenaci
ziskané mikrobialni DNA. Ziskané vysledky z DNA sekvenace vzork syr byly porovnany
s druhy mikroorganizm, které byly obsazeny v pouzit¢ mlékarenské kultute a s kulturou
pritomnou v mléce, které bylo pouzito pii vyrob¢ jednotlivych vzorkd. Rovnéz byly sledo-

vany piipadné kontaminujici mikroorganizmy v mléce a hotovém vyrobku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SYRY A JEJICH ZAKLADNI ROZDELENI

Vyhlaska ¢. 397/2016 Sb., ktera se zabyva pozadavky na mléko, mlé¢né vyrobky, mrazené
krémy a jedlé tuky a oleje, definuje syr jako mlécny vyrobek vyrobeny vysrazenim mlécné
bilkoviny z mléka piisobenim syfidla nebo jinych vhodnych koagula¢nich ¢inidel. Tento vy-
srazeny podil syrovétky je oddélen a naslednd se necha prokysat nebo zrat. Cerstvym syrem
se nazyva nezrajici syr. Zde je mozno zaradit i nezrajici termizované syry. Zrajicim syrem
se poté rozumi ten, u kterého po prokysani doslo k dalsim biochemickym a fyzikalnim pro-

cesum [1].
Vyhlaska rovnéz uvadi zékladni rozdéleni syra.
Podle obsahu tuku v su$iné je mozno syry klasifikovat jako:

e vysokotuény
e plnotucny

e polotucny

e nizkotucny

e odtuénény [1]

Klasifikace pfirodnich syrti podle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté hmot¢

syra (jinak fe¢eno podle tvrdosti):

e extra tvrdy
o tvrdy

e polotvrdy
e polomekky
o mekky [1]

Dalsi mozZnost klasifikace syrt je rozdéleni ptirodnich syrh na syry Cerstvé a zrajici. Zrajici
syry mohou byt bud’ zrajici pod mazem, nebo zrajici v celé hmoté€. Déle jsou pak ¢lenény
jeste na syry s plisni na povrchu, s plisni uvnitt hmoty, dvouplisiiové, v solném nalevu a

pafené syry [1].
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2 TECHNOLOGIE VYROBY SYRU

Syry jsou mlécné produkty vyrabéné z mléka syfenim. Zakladni princip vyroby pfirodnich
syra spociva v koagulaci mléka enzymovymi preparaty, nebo zménou pH do oblasti blizké
izoelektrickému bodu kaseinu (~ pH 4.6) [2], za vzniku syratfského zrna a syrovatky. V praxi
se Casto jednd o kombinaci obou postupti. Slozeni syrii se velmi podoba slozeni suSiny
mléka. V syrech je obsazen piedevsim kasein a mlécny tuk. Pro vyrobu 1 kg syra se spotie-
buje ptiblizné 10 litrit mléka [3]. Dllezitym cilem je dosazeni maximalniho vynosu, kontrola
slozeni a co nejkratsi proces vyroby. Hlavni kritéria z hlediska kone¢ného slozeni jsou: ob-
sah tuku, obsah vody, hodnota pH syru, mnozstvi fosfore¢nanu vapenatého, ktery zlistane v

syru a mnozstvi syfidla zachovaného v syfeniné [2].

2.1 Suroviny pro vyrobu syri
Miéko

Mléko je produkt mlécnych 714z samic savci. Jeho zékladni chemickou sloZkou je voda,
ktera zde tvoti az 85% podil. Dalsi dilezitou slozkou jsou bilkoviny, kterych je zde obsazeno
v pruméru 3,2 %. Pro vyrobu mlécnych vyrobk je dilezité zastoupeni zejména kaseinovych
a syrovatkovych bilkovin. Kasein tvofi asi Ctyii pétiny mléénych bilkovin. Syrové kravské
mléko obsahuje pfiblizn€ 4 % tuku, ktery se zde nachazi ve formé emulze v tzv. mlééné
plazmé. Dalsi z hlavnich slozek je lakt6za (obsah 4,6 %). Laktoza (mlécny cukr) se sklada
z D-galaktozy a D-glukozy, které jsou navzajem propojeny glykosidickou vazbou. Lakt6za
vetSinou slouzi jako hlavni substrat pro rozvoj bakteridlnich kultur. Z mineralnich latek se
v mléce vyskytuji pfedevsim vapnik, fosfor a hot¢ik. Dllezité jsou zde i mlécné enzymy [3].
Sytidlo

Sytidlo je mozno definovat jako enzymaticky preparat, ktery je zodpoveédny za vysrazeni
mlécnych bilkovin z mléka. Zakladni slozkou syfidla jsou enzymy chymosin a pepsin.
V praxi se vyuzivaji nej€astéji syfidla mikrobidlni. Z ekonomickych a etickych divodi se
pomalu ustupuje od pouzivani chymosinu ziskdvaného z telecich zaludki. Mnohem cast¢ji
se k produkci chymosinu vyuZziva mikroorganizmu Rhizomucor miehei nebo geneticky mo-
difikovanych organizma [4, 5]. Koagulace mléka syfidlem je zaloZena na enzymovém Sté-

peni specifické peptidové vazby v kaseinové frakei [3].

Mlékarenské kultury (startovaci kultury)
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Pti vyrobé vétSiny mlécnych vyrobki se nejcasteji pouzivaji tzv. Cisté mlékarenské kultury.
Jedna se o specifické bakterie mlécného kvaseni, které se inokuluji do mléka o vhodné tep-
loté. Ml¢karenské kultury mohou byt stejného definovaného kmene jednoho druhu nebo 1
smisené. Z mikrobiologického pohledu se pro vyrobu syrti vyuzivaji kvasinkové, plisiiové 1
bakteridlni druhy mikroorganizmii. Pfidavkem mlékarenskych kultur dochézi béhem zrani
ke snizeni pH diky fermentaci laktézy a produkci kyseliny mlééné a naslednému utvareni

organoleptickych vlastnosti syra (chut’, aroma, textura a konzistence) [3].

V této bakalaiské praci byl jako vzorek pouzit syr vyrobeny technikou nizkodohtivané sy-
feniny. Pfi vyrobé byla vyuzita lyofilizovana mezofilni kultura Flora Danica (Chr. Hansen,
Dénsko). Slozeni této kultury je Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.

cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis a Leuconostoc sp. [6].
2.2 Proces vyroby syri

2.2.1 Uprava mléka

Po odstfedéni a néasledné standardizaci mléka na pozadovany obsah tuku se jako zadkladni
technologicka tprava mléka pro vyrobu syri pouziva pasterace. Pasterace probiha pii teploté
72 °C po dobu 15 s, cozZ je standardni doba pro usmrceni vétSiny patogennich mikroorga-
nizmi. K redukci mikroorganizmii se nékdy vyuzivaji i riizné alternativni metody, jako na-
ptiklad mikrofiltrace nebo pouziti specialn€ navrzenych odstfedivek, tzv. baktofugace. Tyto
alternativni metody se Cast€ji vyuZivaji pro odstranéni spor, predev§im bakterii rodu
Clostridium [4]. Samotna baktofugace nemusi odstranit vS§echny patogenni a podminéné pa-
togenni mikroorganizmy. To znamend, Ze nenahrazuje pasteraci, jelikoz zde chybi tepelny
zahtev a z hlediska legislativnich predpisti nedojde k inaktivaci alkalické fosfatazy, ktera je

ukazatelem spravného tepelného oSetfeni mléka [7].

2.2.2 Priprava a pridavek mlékarenskych kultur

Startovaci kultury byvaji zpravidla mlé¢né bakterie. U ptirodnich syrti typu gouda se nejcas-
t&j1 vyuzivaji mezofilni kultury rodu Lactococcus. Tyto kultury byvaji uchovavany zpravidla
lyofilizaci. Pfed pouZitim je tedy nutné provést jejich rekonstituci [4]. Ta se provadi tak, ze
se definované mnoZstvi pfidd do mirn¢€ ohfatého mléka, které bude pouzito pro vyrobu syru.
Kultura se rozmichd a vlastni piidavek starteru nasleduje po zdhfevu na teplotu syfeni (30—

33 °C) 30-45 minut pted syfenim v davce 0,5-2 % [3].
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2.2.3 Syreni

Koagulace mléka syfidlem je zalozena na Stépeni specifické peptidové vazby, kdy v primarni
fazi vzniké para-k-kasein a glykomakropeptid. V sekundérni fazi dochazi k tvorbé gelu [3].
Koagulanty jsou obvykle dodavany jako kapalné koncentraty, které mohou byt odméfovany
a thned pfidavany piimo do syratské vany [4]. Syfidlo se pfidava ve formé zifedéného roz-
toku, kdy davka sytidla se pohybuje do 30 ml na 100 kg mléka. Nasledn€¢ dochézi 2-3 minuty
k michani a béhem 8-10 minut se mléko uvede do klidu, aby se nenarusila tvorba gelu a
nedochazelo ke ztratam do syrovatky. Doba trvani procesu koagulace je obvykle 30-40 mi-

nut [3].

2.2.4 Zpracovani sraZeniny

Zpracovani srazeniny slouzi k vytvoteni syraiského zrna a k oddéleni pottebného mnozstvi
syrovatky ze struktury gelu. Dochazi k tomu pfiblizné po 40 minutach, kdy ma gel pozado-
vanou tuhost. Do hmoty se vlozi specialni krajeci forma a gel se nakraji na ¢astice o velikosti
6-10 mm, tzv. syratské zrno [4]. Pii krajeni gelu dochazi k synerezi, coz je smrstovani sy-
rovych ¢astic a uvoliiovani syrovatky. U polotvrdych a tvrdych syrii jsou zafazeny jeste ope-
race dohfivani a dosouseni. U syrli s nizkodohfivanou syfeninou se teplota dosouSeni pohy-
buje v rozmezi 36-37 °C. U syri typu gouda a eidam se navic provadi jesté tzv. prani syraf-
ského zrna, pti kterém se sniZuje obsah laktdzy. Prani probiha v horké vodé za soucasného

dohftivani [3].

2.2.5 Formovani

Zpusoby formovani zavisi na typu syra. V ptipadé, Ze se jednd o syr s tvorbou ok, se nejprve
vypusti syrovatka i se zrnem do predlisovaci vany, ktera ma dno potazené latkou z tkaniny.
Vikem vany se predlisuje plat syfeniny. Nasledné se nakrajené bloky vkladaji do nerezovych
nebo plastovych forem, ve kterych jsou syry nasledné lisovany. Pti lisovani dochdzi k dal-

Simu uvoliovani syrovatky a k formovani kone¢ného tvaru [3].

2.2.6 Soleni

Existuje n€kolik riznych postupti soleni syra: soleni do zrna, soleni na sucho a soleni v solné
lazni. Nej€astéji se vyuziva soleni v solné lazni o koncentraci 18-22 % chloridu sodného pfi
teploté 10-15 °C pftiblizné hodinu po lisovani. Doba soleni je zavisla na pozadovaném ob-
sahu soli, velikosti a tvaru syra [3]. Zpravidla plati, Ze ¢im vyS$i ma syr obsah soli, tim je

tvrdsi. Primérny obsah soli v mladé goud¢ je obvykle 2-3 g na 100 g vody v syru. Pro
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rovnomérné rozlozeni soli je potfeba pomérné dlouha doba, ktera u velkych bochnik mtize

trvat az 2 mésice zrani ve zracich sklepech [5].

2.2.7 Zrani

Béhem zrani syru dochazi k vyznamnym zménam ve struktuie i sloZeni, které ve vysledku
davaji syru jeho specifické organoleptické vlastnosti jako chut, aroma, texturu a vzhled.
Zranim dochazi rovnéz k mikrobiologickym zménam, piedev§im k rozvoji sekundarni mi-
kroflory, zodpovédné zejména za vznik charakteristického aroma a chuti syra. Nastavaji i
vyznamné chemické procesy, jako naptiklad zména pH nebo tvorba plynii u syrt s propio-
novou kulturou. Biochemické procesy probihajici béhem zrani syrt jsou rozdéleny na meta-
bolizmus zbytkové laktozy a katabolizmus laktatu a citratu, lipolyzu a katabolizmus volnych
mastnych kyselin a proteolyzu a katabolizmus aminokyselin. Doba zrani je zavisla na typu
syru. U nekterych syri, jako naptiklad mozzarella, mize trvat zrani v fadu tydnti. Naopak u

tvrdych syrl s vysokodohtivanou syfeninou (parmezan) muze doba zrani trvat az dva roky

[4].
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3 MIKROFLORA PRIRODNICH ZRAJICICH SYRU

Mikroflora piirodnich zrajicich syrt je charakteristicka pfitomnosti velkého mnozstvi mi-
kroorganizmt, zahrnujici bakterie, kvasinky a plisn¢. Tyto mikroorganizmy je mozno roz-
délit do tfi typl: primarni starterové kultury, sekundarni kultury a non-starterové mikroor-
ganizmy. Starterové kultury jsou do mléka ptidavany pted samotnym zpracovanim syrii a
podileji se predevsim na produkci kyseliny mlécné, zatimco sekundarni kultury plni svou
hlavni funkci pti zrani syrt. Vysledkem jsou pak typické organoleptické vlastnosti vyrobku,
v zavislosti na kombinaci pouzitych kultur. Non-starterové mikroorganizmy mohou pocha-
zet z mléka nebo z prosttedi pfi zpracovavani. Mize se jednat o jiné druhy bakterii, kvasinky
nebo vldknité houby. Stejné jako starterové kultury mohou hrét roli pfi dozravani syru [2,

8].

3.1 Primarni starterové kultury

Hlavni funkei primarnich starterovych kultur je produkce kyseliny mlécné z laktozy. Na-
sledné dochézi k biochemickym zménam béhem zrani syru a utvateni specifickych organo-
leptickych vlastnosti. Starterové kultury byvaji vybirany velmi peclivé a ptidavaji se do
mléka jeste pred samotnou vyrobou syru. Mezi hlavni druhy starterovych kultur u syrti ho-
landského typu se fadi Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Leuconostoc sp., Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus nebo Lactobacillus helveticus. U vétSiny syrti jsou vyuZzivany bakterie rodu
Lactococcus a Leuconostoc. Uvedené rody Lactobacillus jsou vyuzivany predevs§im pii vy-
robé syrti ementalského typu. Existuji 1 syry, u kterych se starterové kultury pfed vyrobou
nepiidavaji a vyuziva se zde spiSe ndhodné pfitomné mikroflory v mléce, jako napiiklad
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis nebo Staphylococcus sp.. Jedna se predevSim

o syry vyrabéné v Italii nebo ve Spanélsku [2].

3.2 Sekundarni kultury

Bakterie, které jsou fazeny k tzv. sekundarnim kulturdm, neplni funkci tvorby kyseliny
mlécné. Pii vyrobé syri jsou piiddvany za uc¢elem biochemickych zmén a utvareni specific-
kych organoleptickych vlastnosti. Jednd se napiiklad o mikroorganizmy produkujici oxid
uhlicity a kyselinu propionovou, jako Propionibacterium freudenreichii u syri emental-
ského typu, poptipad¢ o plisnové kultury, jako Penicillium roqueforti pro syry s plisni v tésté

nebo Penicillum camemberti pro syry s plisni na povrchu [2].
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3.3 Non-starterové mikroorganizmy

Mezi non-starterové mikroorganizmy nachéazejici se v syrech miizeme zaradit bakterie mléc-
ného kvaseni. Netadi se vSak mezi zakysové kultury. Jejich zdrojem je syrové mléko, které
diky své vysoké nutri¢ni hodnoté, vysokému obsahu vody a ptiznivému pH umoziuje rist
velkému mnoZstvi mikroorganizmii. Ty se ojedinéle mohou nachéazet i v pasterovaném
mléce a Casto jsou fazeny mezi kontaminanty. MiiZe se jednat o Enterococcus faecium, En-
terococcus faecalis nebo non-starterové laktobacily jako Lactobacillus plantarum nebo
Lactobacillus fermentum, ptipadné i Staphylococcus sp. [2, 9, 10]. I pfesto jsou vyuzivany
pii vyrobé u nékterych odrad italskych nebo $panélskych syrt, jelikoz maji vysokou biosyn-
tetickou kapacitu a mohou se podilet na utvafeni senzorickych vlastnosti syrtt béhem zrani.
Tyto kmeny mohou hrat diileZitou roli pfi inovaci produkti, tudiz stale pokracuje vyzkum
ohledné jejich vyuziti v potravinaiském pramyslu. Bylo naptiklad zjisténo, ze ptidavek
NSLAB (Non starter lactic acid bacteria) jako doplitkovych kultur pro vyrobu syra zvysuje
hladinu volnych aminokyselin, peptidii a volnych kyselin, coz vede k zrychlené tvorb¢ sen-

zorickych vlastnosti a zrani [10, 11].

Je dulezité sledovat mikrobidlni zastoupeni jak v mléce, tak i ve vysledném produktu. Ko-
necnd kvalita syru je zavisla na ptidavku primarnich starterovych a sekundarnich kultur i na
mozném vyskytu non-starterovych mikroorganizmi. Ke sledovani diverzity mikroflory je
mozno vyuzit molekularné-biologickych metod jako polymerazové fetézové reakce (PCR)
a degradacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE). Tyto metody umoziuji analyzovat
rozmanitost mikroorganizmi, identifikovat jednotlivé druhy a porovnat mozné zmény mi-

krofléry beéhem zréani a skladovani [8].
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4 METODY MOLEKULARNI BIOLOGIE VYUZIVANE PRI
SLEDOVANI BIODIVERZITY

Ke sledovani biodiverzity v potravinach lze vyuzit bud’ kultivacni, nebo non-kultivacni me-
tody. Kultivacni metody jsou vyuzivany spise jako metody referen¢ni, umoznuji vSak kvali-
tativni 1 kvantitativni stanoveni. Non-kultivacni metody mohou byt imunologické (ELISA -
enzyme-linked immuno sorbent assay), sérologické nebo molekularné-biologické (PCR-
DGGE metoda). Rovnéz se mezi non-kultiva¢ni molekularné-biologické metody fadi i sek-
venace mikrobidlni DNA. V poslednich letech jsou stale vice vyuzivany non-kultivacni me-
tody, jelikoz poskytuji citlivéjsi a rychlejsi vysledky. Navic umoziuji detekovat 1 mikroor-
ganizmy, které jsou naro¢né na kultivaci. Molekularné-biologické metody jsou zalozeny na
analyze nukleovych kyselin izolovanych z celé mikro bidlni populace. Pomoci molekularné-
biologickych metod je mozno dosdhnout i diferenciace mezi mrtvymi a zivymi buiikami za

vyuziti ethidium- monoazidu (EMA) v kombinaci s real-time PCR [9, 12, 13, 14, 15].

4.1 Priprava vzorki pred PCR

Cilem ptipravy vzorka pfed PCR je vyrobit homogenni vzorek pro amplifikaci, ktery umozni
opakovat zkousku i vicekrat, a vyloucit latky, které by mohly snizit schopnost amplifikace
DNA a tim ovlivnit vyslednou koncentraci nukleovych kyselin ve vzorku. Nej€astéji vyuzi-

vané metody jsou biochemické a fyzikalni [16].

Nejvice pouzivana biochemickd metoda je extrakce DNA. K tomu je mozno vyuzit velké
nabidky komer¢nich kitl, které jsou urceny pro rizné aplikace. MiZe se jednat o izolaci
DNA z rostlinnych bunék nebo hub, poptipadé virové DNA a jiné. Rovnéz existuji specialni
komer¢ni kity na izolaci DNA z potravin. Jednd se o soupravy obsahujici lyza¢ni Cinidla,
promyvaci, vazebné a elu¢ni pufry. Tato metoda se vyuZzivd v kombinaci s fyzikalnimi me-
todami, které jsou zaloZeny na fyzikéalnich vlastnostech buiky, jako je naptiklad velikost
nebo hmotnost. Tyto metody zahrnuji pfedevsim centrifugaci a filtraci. Vyhodou pouziti ex-
trakce DNA v kombinaci s fyzikalnimi metodami je odstranéni vétSiny PCR inhibitord a
dosazeni pozadované Cistoty a koncentrace DNA, jelikoZz vzorky jsou né€kolikrat purifiko-
vany a uchovavany ve vhodném pufru (napt. TAE pufr). Nevyhodou zistavaji pomérné vy-

soké naklady [16].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

4.2 Inhibitory PCR

Inhibitory PCR pochazeji bud’ z ptivodniho vzorku, nebo z vnéjsiho prosttedi pii piipravé
vzorku. Jednad se o rtiznorodou skupinu latek s rozmanitymi vlastnostmi a mechanizmy
ucinku. Pfirozené pfitomné inhibitory se nachazeji i v potravinadch. V mase jsou to tieba
kolagen, myoglobin nebo hemoglobin. V mléce a mlécnych vyrobcich to mizou byt napf.

proteinazy, vapenaté ionty, tuk nebo pfitomnost nukleaz [16, 17, 18, 19].

Mechanizmy ucinku jsou riiznorodé. Pfitomnost tuku mize ovlivnit resuspendovani bunck
lyza¢nimi ¢inidly, popfipadé v kombinaci s vapenatymi ionty amplifikaci DNA Vysoka kon-
centrace vapenatych iontd miize zpasobit kompetetivni inhibici, kdy se na DNA polymerazu
misto hoi¢iku a komplexotvornych ¢inidel navaze véapnik. Tim dojde ke snizeni aktivity
DNA polymerazy, jelikoz hoicik zde nebude ptitomen jako kofaktor. Tyto inhibi¢ni G€inky
vapenatych ionti 1ze ovlivnit zvy$enim koncentrace hot¢iku v reakci nad urovné standardné

pozadované pro PCR [20, 21].

4.3 Metoda PCR-DGGE

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zaloZena na opakované replikaci vybraného tseku
DNA. Tento tsek je na kazdém konci ohranicen primery, coZ jsou kratké fetézce DNA nebo
RNA. K syntéze DNA se vyuZziva termostabilni DNA polymeraza a cely proces probiha v

termocykleru. Nize popsané faze se béhem procesu cyklicky opakuji.
Reakce ma nékolik fazi:

1. Denaturace — dochazi k rozruSeni vodikovych miistki v molekule DNA a rozvolnéni
dvousroubovice. Vznik jednovlaknové DNA je dileZzity k nasednuti primert. Tento proces

probiha za vysokych teplot (nad 90 °C)

2. Nasednuti primert (annealing) — dochazi k nasednuti primeri na specifickd mista vlakna
DNA. Teplota se pti tomto kroku sniZi na 40-60 °C. Na misto nasednuti primeru se zaroven

vaze DNA polymeraza.

3. Elongace — tento krok zahrnuje syntézu DNA a ve sméru od 5' konce ke 3' konci se pii-

pojuje komplementéarni vlakno k ptivodni molekule DNA [21, 22, 23].

Degradacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je metoda zalozené na separaci DNA

fragmentli o rtizné sekvenci nukleotid v polyakrylamidovém gelu. Gel obsahuje linearni
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gradient formamidu a mocoviny. Mobilita dvouvlaknové DNA je ovlivnéna jeji molekulo-
vou hmotnosti az do doby, nez vstoupi do ¢asti gelu, kde je takova koncentrace denaturac-
nich latek, ze zplisobi denaturaci DNA na jednovlaknovou molekulu. Koncentrace denatu-
racnich latek se zvysuje linearn¢ ve sméru od shora dol. Konecna pozice fragmentu DNA
v gelu zavisi tedy na denaturaénim bodu. K vizualizaci jednotlivych tsekiit DNA v gelu je
mozno pouzit ethidium-bromid nebo jinad fluorescen¢ni barviva v kombinaci s UV-

transiluminatorem [24, 25, 26].

Metoda PCR-DGGE doplnuje i1 preventivni pfistup k bezpecnosti potravin, ktery sleduje
predevsim vyskyt patogennich mikroorganizmu v potravinach. U mléka a mlécnych vyrobki
se jedna predevsim o vyskyt bakterii jako Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,

Campylobacter spp. nebo patogennich kment Escherichia coli [27, 28, 29, 30, 31].

4.4 Sekvenace DNA

Sekvenaci DNA se rozumi biochemicka metoda, ktera je schopna urcit potadi jednotlivych
nukleotidli v analyzovaném vzorku DNA. Existuji rizné metody sekvenovani DNA. V této
bakalarské praci byla pro identifikaci mikroorganizmi vyuzita Sangerova metoda sekvenace
DNA. Tato metoda se vyuziva spisSe k sekvenovani kratkych usekl jednovlaknové DNA a
vyuziva biologického procesu replikace DNA. Vybrana sekvence DNA se vlozi do radioak-
tivni reakéni smési s vhodnym primerem, DNA polymerazou, esencidlnimi deoxyribonuk-
leotidy a dideoxynukleotidy. Dideoxynukleotid je uméle pfipraveny derivat nukleotidd,
ktery neobsahuje hydroxylovou skupinu a je chopen se zaclenit do replikujici se DNA. Po
zaClenéni zaroven zplsobi zastaveni elongace fetézce. Vznikd smés riizné dlouhych sekvenci
DNA, které na zacatku obsahuji radioaktivni primer a na konci jeden ze ¢tyf pfidanych dide-
oxynukleotidii. Pomoci elektroforézy lze poté porovnat Ctyfi rizné gely, obsahujici rizné
délky sekvenci a zjistit, jak za sebou nasledovaly jednotlivé nukleotidy zkoumané sekvence

DNA [23, 24, 32, 33].
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

5 CILPRACE

Cilem této bakalaiské prace bylo pomoci molekularné-biologickych metod v prubéhu vy-
roby a zréni sledovat mikrobialni diverzitu pfirodnich zrajicich syra, které se liSily obsahem

tuku v susing. Dil¢i cile prace 1ze charakterizovat nasledovné:

- optimalizovat metodu, pomoci které bude mozno ziskat co mozna nejvyssi koncen-
traci a Cistotu DNA pro néslednou analyzu vzorkit metodou PCR-DGGE a sekvenaci

DNA,

- sledovat mikrobidlni diverzitu modelovych vzorka syrtt metodou PCR-DGGE s né-

slednou sekvenaci vybranych fragmentti DNA,

- zhodnotit druhové zastoupeni technologicky vyznamnych, poptipad¢ i kontaminuji-
cich, mikroorganizmu detekovanych v syrech ve srovnani s mikroflérou mléka, které

bylo pouzito pii vyrobé.
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6 IZOLACE DNA Z PRIRODNICH SYRU

Metodika prace byla ¢astecné prevzata z diplomové prace Ivety Kalousové, kde byly pomoci
molekularné-biologickych metod diskutovany zmény mikroflory u fermentovaného mas-
ného vyrobku [34].

6.1 Priprava vzorki pro izolaci DNA

Zatizeni a pomucky:

e Stomacher Lab Blender 400 (Seward)
e Vihy (KERN)
e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)
e Centrifuga Hermle Z 300 K (Biotech)
e Centrifuga minispin plus (Eppendorf)
e Laboratorni sklo
e Chemikalie: 70% ethanol, sterilni destilovana voda
e Ostatni plastové a ochranné pomticky
Byly testovany dvé metody piipravy vzorkl syrii pro izolaci DNA.

1. metoda: Vzorek syru byl pfenesen do sterilniho plastového sdcku a smichan s destilovanou
vodou v poméru 3:1 (15 ml sterilni destilované vody a 5 g syru). Obsah sacku byl homoge-
nizovan za pouziti Stomacheru po dobu 10 minut. Homogenizovana smés byla prefiltrovana
pfes sterilni gazu do 15 ml plastovych zkumavek urcenych pro centrifugaci. Obsah zkuma-
vek byl centrifugovan pti pokojové teploté po dobu 20 minut. Supernatant byl postupné od-

pipetovan a takto pfipraveny sediment byl pouZit pro izolaci DNA.

2. metoda: Vzorek syru byl pfenesen do sterilniho plastového sacku a smichan s destilovanou
vodou v poméru 3:1 (15 ml sterilni destilované vody a 5 g syra). Obsah sa¢ku byl homoge-
nizovan za pouziti Stomacheru po dobu 10 minut. Homogenizovana smés byla ptefiltrovana
pies sterilni gdzu do 15 ml plastovych zkumavek urcenych pro centrifugaci. Obsah zkuma-
vek byl centrifugovan pfti teploté 4 °C po dobu 20 minut. Supernatant byl postupné odpipe-
tovan a vytvofena vrstva tuku na povrchu filtratu byla opatrné vytfena za pomoci sterilniho

vatového tamponu. Takto upraveny filtrat byl pouzit pro izolaci DNA.
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U vzorkii mléka nebylo potieba provadét homogenizaéni Gpravy. Byl vSak testovan rtizny

objem mléka pro centrifugaci, a to 1,8 ml a 15 ml vzorku.

6.2 1Izolace DNA z bakteridlnich bunék za vyuziti komeréniho kitu

Zatizeni a pomucky:

e (Centrifuga minispin plus (Eppendorf)

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Vortex-Genie 2(QUIAGEN)

e Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan)

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e PowerFood Microbial DNA Isolation Kit (QUIAGEN)
e Ostatni jednoradzové plastové a ochranné pomticky

K izolaci DNA ze vzorkii mléka a syrtu byla pouzita komer¢ni souprava urcend pro aplikaci

v potravinafstvi (Power Food Microbial DNA Isolation Kit, QUIAGEN).

Izolace DNA probihala ve dvou fazich. Prvni fazi byla izolace DNA v rdmci optimalizace
metody pfipravy vzorki a druhou fazi byla izolace DNA ze vzorkl pripravenych metodou,
ktera poskytovala nejvyssi koncentraci a nej¢ist§i DNA, coz byla metoda 2, uvedend v kapi-
tole 6.1. Tyto vzorky byly rovnéZz dale vyuZity k optimalizaci dalSich kroki PCR-DGGE

analyzy a k vlastnimu stanoveni mikroflory pfirodnich zrajicich syrt.
Postup pfi izolaci DNA z pfipraveného a centrifugovaného vzorku byl nasledujici:

1. Bunécna peleta filtratu pripraveného v kapitole 5.1 byla rozpusténa ve 450 pl roztoku
PF1(lyzaéni roztok). Pfed samotnym pouZitim bylo nutno roztok zahtat na teplotu 55
°C, aby nedoslo k jeho vysrazeni. Kvili lepSimu rozpousténi byly zkumavky s lyzac-
nim ¢inidlem promichdny pomoci vortexu.

2. Resuspendované buiiky byly poté pfemistény do rozbijecich zkumavek a nejdiive
zahtaty na 70 °C. Nasledn¢ byly umistény do vortexového adaptéru do horizontalni

polohy a promichany na vortexu pii nejvyssi rychlosti po dobu 10 minut.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

10.

11.

12.

Obsah rozbijecich zkumavek byl centrifugovan 1 minutu pii 14 500 RPM (revoluti-
ons per minute; pocet otacek za minutu). Pfi tomto kroku se rozbité buiniky shromaz-
d’uji po stranach zkumavky, zatimco DNA ziistava v supernatantu. Supernatant byl
prenesen do ¢isté 2ml zkumavky.

K supernatantu bylo pfidano 100 pl roztoku PF2, ktery odstrafiuje organické a anor-
ganické slouceniny a zbytky bun¢k. Smés byla kratce promichdna na vortexu a na-
sledn¢ inkubovana asi 5 minut pii teploté 4 °C.

Sm¢és byla centrifugovana 1 minutu pii 14 500 RPM g a pokojové teploté.

Veskery supernatant obsahujici DNA byl pfenesen do ¢isté 2ml zkumavky. Do zku-
mavky bylo pfidano 900 ul roztoku PF3 (vazebny pufr). Smés byla kratce promi-
chéana na vortexu. Roztok PF3 je vysoce koncertovany solny roztok, proto je nutno
jej pred pouzitim zkontrolovat a ptipadné, Ze jsou patrné srazeniny, zahtat na teplotu
55 °C.

Ptiblizn¢ 650 pl smési ve zkumavce bylo pfeneseno do kolonky a centrifugovano 1
minutu pii 14 500 RPM. Prefiltrovana tekutina byla vylita. Tento krok bylo podle
navodu ptilozeného vyrobcem nutno rozd¢lit na 3 faze.

Kolonka se zachycenou DNA byla pfemisténa do ¢isté 2ml zkumavky a naplnéna
650 pl promyvaciho roztoku PF4, ktery je nutno pfed pouZzitim protiepat. Takto byly
vzorky centrifugovany po dobu 1 minuty.

Do kolonky bylo pfidano 650 pl promyvaciho roztoku PF5. Obsah byl opét centrifu-
govan (1 minuta, 14 500 RPM). Timto zplisobem byly z membrany odstranény
zbytky roztoku PF4.

Prefiltrovana tekutina byla ze zkumavky vylita. Kolonka byla podrobena dalsi cen-
trifugaci, tentokrat vSak po dobu 2 minut pii 14 500 RPM.

Kolonka byla opatrné pienesena do Cisté 2ml zkumavky. Do kolonky bylo pfidano
30 ul roztoku PF6. Jedna se o sterilni elu¢ni puftr, ktery je nutno nanaset doprostied
membrany tak, aby byla pokryta celd membrana. Tento pufr zajisti uvolnéni DNA z
membrany, protoZe neobsahuje Zadné soli, které by podporovaly vazbu DNA na
membranu. Pfed samotnou centrifugaci byla kolonka ponechéna 10 minut pfi poko-
jové teploté, z davodu lepSiho uvolnéni DNA z membrany do pufru.

Kolonka byla centrifugovéana po dobu 1 minuty pti 14 500 RPM. Kolonka byla poté

ze zkumavky vyjmuta.
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U takto ptipravené DNA byla poté provedena kontrola Cistoty a koncentrace pro dalsi vyuziti

v technice PCR-DGGE.

6.3 Kontrola Cistoty a koncentrace DNA

Zatizeni a pomucky:

e Spektrofotometr Infinite 200 PRO (Tecan)
e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e Chemikalie: roztok PF6

e Ostatni pomucky

Cistota a koncentrace vyizolované DNA byla ovéiena pomoci spektrofotometru pii vIno-
vych délkach 260 a 280 nm. Vlastni métfeni probiha tak, ze se nanesou 2 pl elu¢niho pufru
(roztok PF6) do jamek patentované NanoQuant desky, ktera je soucasti spektrofotometru.
V pfistroji je poté zméfena absorbance pro dané rozpoustédlo, které slouzi jako kalibraéni
pozadi. V druhém kroku se provadi méfeni jiz se samotnou DNA. Pted kazdym méfenim i
po ném bylo provedeno dikladné ocisténi desticky 70% etanolem. Nukleové kyseliny ab-
sorbuji nejvice zateni pii vlnové délce 260 nm. Cistota DNA je pak dana pomérem absor-
banci pii obou vlnovych délkach 260 a 280 nm. Idealni pomér se pohybuje mezi hodnotami

1,8 —2,0. Vysledky jednotlivych kontrol byly uloZeny v programu Microsoft Office Excel.
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7 METODA PCR-DGGE VYUZIVANA PRI STUDIU MIKROFLORY

Principy polymerazové fetézové reakce (PCR) a degradacni gradientové gelové elektrofo-
rézy (DGGE) jsou popsany v teoretické Casti v kapitole 4.3. Byly provedeny celkem dva
amplifika¢ni kroky, pticemz u kazdého kroku byly vyuzity jiné primery a k nim odpovidajici
programy pro PCR.

7.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zatizeni a pomucky:

e PCR box AURA PCR™ (BIOAIR)

e Vortex V-1 plus (Biosan)

e Termocykler Aeris™ (ESCO)

e Vihy (KERN)

e Elektroforeticka vana v¢. ptislusenstvi MultiSUB Mini (Consort)
e Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort)

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE)

e Software GeneSnap

e Laboratorni sklo

e Chemikalie: sterilni destilovand voda pro PCR, 1% TAE puft, agar6za, ethidiumbro-
mid, 100 bp DNA Ladder (Biolabs. Inc.), GoTaq Hot Start Green MasterMix (Pro-
mega), primery (FD1, RD1, 341F-GC, 907R), Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder
(Thermo Scientific)

e Ostatni jednordzové plastové a ochranné pomticky

7.1.1 1. krok amplifikace

Celkovy objem reakéni smési pro PCR byl 20 pl. SloZeni reak¢éni smési je uvedeno v tabulce
1. Piiprava reakéni smési byla provedena v PCR boxu, ktery bylo nutno sterilizovat ultrafia-
lovym zafenim po dobu minimalné 20 minut. Pro prvni amplifikaci byly pouzity primery

FDI1 a RDI (tab. 5). RovnéZ byla namichdna také negativni kontrola. Negativni kontrola
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znamena, ze misto vzorku DNA byl do smési ptidan 1 pl sterilni destilované vody. Tim bylo
mozno zjistit, zda néktera ze smési pro PCR nebyla kontaminovéana cizorodou DNA v di-

sledku nespravné a neseptické manipulace. Pfipravend smeés byla poté vlozena do termocy-

kleru. Teplotni a ¢asovy profil prvniho amplifikacniho kroku je uveden v tabulce 2.

Tab.1: Slozeni reakcni smési — 1. amplifikacni krok

Slozky MnozZstvi pro 1 reakci [pl]

Sterilni destilovana voda pro PCR 7

Master mix 10

FD1 primer 1

RD1 primer 1

DNA 1

Tab. 2: Teplotni a casovy profil — 1. amplifikacni krok
Krok PCR Teplota [° C] Cas [s] Pocet cykla

Pocatecni denaturace 95 120 1
Denaturace 95 30
Nasedéani primeru (annealing) 61 30 9
Elongace 72 90
Denaturace 95 30
Nasedani primeru (annealing) 56 30 24
Elongace 72 90
ZavéreCna extenze 72 600 1

7.1.2 2. krok amplifikace

Celkovy objem reakéni smési byl 30 pl. Ptiprava reakéni smési byla provedena za aseptic-
kych podminek opét v PCR boxu. Pro druhy krok amplifikace byly pouzity primery 341F-

GC a 907R (tab. 5). SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 3. Teplotni a casovy profil

druhého amplifika¢niho kroku je uveden v tabulce 4.
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Tab. 3: Slozeni reakcni s

mési — 2. amplifikacni krok

Slozky MnoZzstvi pro 1 reakei [pl]
Sterilni destilovana voda pro PCR 10,5
Master mix 15,0
341F-GC primer 1,5
907R primer 1,5
DNA 1,5

Tab. 4: Teplotni a casovy profil — 2. amplifikacni krok

Krok PCR Teplota [° C] Cas [s] Pocet
cykli
Pocatecni denaturace 95 120 1
Denaturace 95 30
Nasedani pri -
as§ ani primeru (an 61 30 15
nealing)
Elongace 72 60
ZavéreCna extenze 72 600 1

Tab. 5: Sekvence vybranych primerii

Primer Poradi bazi

FDI1 5> AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ [35]

RDI1 5" AAGGAGGTGATCCAGCC 3’ [35]

341F-GC 5’ (GC-svorka) CCTACGGGAGGCAGCAG 3’ [36]
907R 5" CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 3’ [37]

GC-svorka: CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGAGG [36]
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7.1.3 Priprava gelu pro elektroforézu

Pro elektroforetickou detekci DNA fragmenti byl pfipraven 1% agar6zovy gel.
1. Do Erlenmayerovy banky byl navazen 1 g agarozy.
2. Kagardze bylo pfidano 100 ml 1% TAE pufru

3. Piipravena smeés byla v mikrovinné troub¢ ptivedena k varu, aby doslo k rozpusténi

agardzy. Smés byla opatrné promichéna, aby nedoslo ke vzniku bublin.
4. K rozpusténé a mirn€ ochlazené smési byly ptidany 2 kapky ethidiumbromidu.

5. Roztok byl nalit do formy na gel s pfipravenym hiebinkem. Gel se poté nechal ztuh-

nout.

Ze ztuhlého gelu byl vyjmut hiebinek a gel s formou bez boc¢niho tésnéni byl vlozen do

elektroforetické vany naplnéné 1% TAE pufrem tak, aby gel byl zcela ponoten v pufru.

1. Do prvni jamky gelu byly naneseny 3 pl markeru (Gene Ruler 100bp DNA Ladder,

Thermo Scientific).
2. Dalsi jamky byly naplnény 5 pl vzorku véetn€ negativni kontroly.

3. Elektrody elektroforetické vany byly napojeny na zdroj elektrického napéti. Vlastni
elektroforéza probihala ptiblizné 20 minut pii napéti 90 V. Po ukonceni elektroforézy
byl gel pfesunut do UV-transiluminatoru a pozorovan pod UV svétlem prostiednic-

tvim kamery. Pomoci programu GeneSnap byla potizena fotografie osvicené¢ho gelu.
7.2 Degradacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

7.2.1 Sestaveni aparatury pro vyrobu gelu

Zarizeni a pomucky:

e DGGE set sklenénych desek (C.B.S. Scientific Company)

e Tésnéni pro DGGE 1,0 mm (C.B.S. Scientific Company)

e Svorky, spacery, vertikalni hfebinky pro DGGE (C.B.S. Scientific Company)
e Jednoducha kazeta pro DGGE z plexiskla (C.B.S. Scientific Company)

Pro sestaveni jedné aparatury se vyuziva uzké sklo se zaoblenymi spodnimi rohy a silné sklo

s vyfezem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

1. Obé skla byla pfed pouzitim omyta etanolem a diikladné vylesténa.

2. Po obvodu skla se zaoblenymi rohy bylo natazeno té€snéni do tvaru pismene U. Sklo

bylo poté polozeno na laboratorni stiil trubkovitou casti tésnéni nahoru.

3. Vedle vnitinich okraju t€snéni byly umistény tzv. spacery (oddélovace), které¢ zajis-

tovaly vytvofeni prostoru mezi sklenénymi deskami.
4. Na sklo s tésnénim bylo polozeno silnéjsi sklo vyfezem nahoru. Po obvodu byla skla
zajisténa klipsy a cela aparatura byla postavena do vertikalni polohy.
7.2.2 Priprava gelu

Zatizeni a pomucky:

e Analytické vahy ADVENTURER Pro d=0,0001 g (OHAUS)

e Plastové 50ml zkumavky

e Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)

e Michadlo s ohfevem MR Hei-Tec (Heidolph)

e Gradient maker, 2x 20 ml (C.B.S. Scientific Company)

e Magnetické michadlo véetné magnetli Hei-Mix S (Heidolph)

e Mini-peristaltickd pumpa MPP-100-220 (C.B.S. Scientific Company)

e Ostatni: kanyla, sterilni §picky, sterilni 1,5ml zkumavky, stojan na zkumavky, ruka-
vice

e Chemikalie: sterilni destilovana voda, 70% ethanol, 40% bis-akrylamid, amonium
persulfat, mo€ovina, formamid, tetramethylethylendiamin

Pro piipravu 7,5% gelu byl namichan 30% a 70% zasobni roztok akrylamidu (tab. 6) a 10%
roztok APS (amonium persulfat). Pti ptipravé denaturacnich roztoki se vzdy zac¢inalo nava-
Zovanim mocoviny, teprve az poté byly piidavany kapalné slozky. Smés byla michdna po-
moci magnetického michadla pfi teploté 55 °C, dokud se mocovina zcela nerozpustila. Na-
konec byly oba roztoky doplnény destilovanou vodou na objem 100 ml. Roztoky byly skla-
dovany pfi teploté 4 °C. Pro ptipravu 10% APS bylo navdzeno 0,025 g APS do 1,5ml steril-

nich mikrozkumavek a nésledné rozpusténo ve 250 pl sterilni destilované vody
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Tab. 6: Slozeni denaturacnich a zasobnich roztokii

Slozka 20% 30% 70% 80%
40% bis-akrylamid [ml] 18,8 18,8 18,8 18,8
Formamid [ml] 8,0 12,0 28,0 32,0
50% TAE pufr [ml] 2,0 2,0 2,0 2,0
Mocovina [g] 8,4 12,6 29,4 33,6

Postup piipravy gelu byl nasledujici (obr. 1):

1.

Marker gradientu, spojovaci hadicka a jehla byly dikladné promyty destilovanou
vodou.
Po promyti byly uzavieny oba ventily markeru gradientu a jehla byla umisténa mezi

skla aparatury pro ptipravu gelu.

. Dvé plastové 50ml zkumavky byly oznaceny jako 30% a 70%.

Do zkumavky 30% bylo odméfeno 15 ml 30% zasobniho roztoku a do zkumavky
70% bylo odméteno 15 ml 70% zéasobniho roztoku.

Do obou zkumavek bylo néasledné piidano 104,4 pl 10% roztoku APS a 6,5 ul
TEMED (tetramethylethylendiamin).

Obsah obou zkumavek byl ihned dikladné promichén.

Do levé ¢asti markeru gradientu byl nalit roztok ze zkumavky 30% a do pravé ¢asti
byl nalit roztok ze zkumavky 70%. Bylo zapnuto magnetické michéni a rovnéZ mini-
peristalticka pumpa. Nésledné byly zaroven otevieny oba ventily.

Jakmile byl cely prostor mezi skly zaplnén roztokem, byl do aparatury zasazen hie-
binek s 16 nebo 22 zuby, podle mnoZstvi vzorkd.

Marker gradientu, spojovaci hadic¢ka a jehla byly znovu dikladn€ promyty destilo-

vanou vodou.

10. Polymerace gelu trvala ptiblizné 1 hodinu pfi pokojové teploté.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

X

Lj: — rfJ I

UM i

e

Obr. 1: Schéma aparatury pro pripravu gelu [38]

Ptiprava a prib¢h elektroforézy

1.

Elektroforeticky tank (obr. 3) byl naplnén 1% TAE (Tris-acetat-EDTA) pufrem a
vytemperovan na teplotu 60 °C.

Po probéhnuti polymerace byl z gelu opatrné vyjmut hiebinek a odstranény svorky.
Tésnéni na spodni hrané desek bylo uvolnéno.

Sklenéné desky s gelem byly pfiloZzeny k jednoduché kazeté z plexiskla vytrezem
dovnitf a zajiStény svorkami (obr. 1).

Kazeta byla vloZena do tanku s pufrem a byla k ni pfipojena hadicka, kterou protéka
pufr, ¢imz byl prostor jamek naplnén pufrem (obr. 2).

Jamky byly dikladné vymyty pufrem za pomoci specidlni pipety. Timto krokem byly
z jamek odstranény zbytky nezpolymerovaného roztoku.

Do jamek bylo nanaseno 8 pl vzorku. Do prvni a posledni jamky byl nanesen marker
Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) v mnozstvi 6 pl.

Ke kazet¢ byla pfipojena katoda. Elektroforéza probihala pti napéti 150 V po dobu
420 minut. Pouze u vzorkl G elektroforéza probihala pti napéti 150 V po dobu 360

minut.
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Dislodge Gelwrap

Obr. 3: Elektroforeticky tank

7.2.3 Barveni a vizualizace

Zafizeni a pomucky:

Ttepacka Titramax 100 (Heidolph)
2 nédoby pro barvici lazen

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO)
Chemikalie: 1% TAE pufr, barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)

Ostatni: skalpel, sterilni $picky, odmérny valec
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Pti barveni gelu se postupovalo nasledovné:

1. Byla pfipravena barvici lazen skladajici se ze 400 ml 1% TAE pufru a 40 pl flu-
orescencniho barviva GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium).

2. Lazen byla zakryta alobalem z divodu nestélosti barviva na svétle.

3. Kazeta byla vyjmuta z tanku a rozebrana. Bylo odstranéno tésnéni, spacery a skla
byla od sebe opatrné oddélena, aby nedoslo k poskozeni gelu. Zaroven byl cely pro-
ces provadeén tak, aby gel zGstal na siln€jsim skle s vyfezem.

4. Sklenéna deska s gelem byla vloZena do barvici lazné¢.

Barveni probihalo 20 minut pfi sou¢asném protiepavani lazné na tfepacce, tak, abyse barvici
roztok dostal i pod gel. Obarveny gel byl pfenesen ze skla na UV-transiluminator a prosvicen
UV zéfenim. Pomoci programu GeneSnap byla pofize na fotografie osvicené¢ho gelu (obr.

4).

.
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Obr. 4: Ukazka fotografie osviceného gelu

7.3 Re-amplifikace, purifikace, sekvenace DNA a identifikace mikroor-
ganizmu
Vybrané prouzky (bandy) byly z gelu vytiznuty skalpelem a pieneseny do sterilnich 1,5ml

mikrozkumavek s 200 pl sterilni destilované vody urc¢ené pro PCR a sterilnimi sklenénymi

kulickami (510 ks). Obsah zkumavek byl michan na vortexu v horizontalni poloze ptiblizné
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20 minut. Poté byly vzorky umistény do chladni¢ky a udrzovany pii 4 °C do druhého dne

pro umoznéni dikladného rozpusténi gelu a difuze DNA z gelu do kapalné faze.

Purifikace PCR produktti byla provedena za ticelem odstranéni primerti, soli, volnych nuk-

leotidl a termostabilni DNA polymerazy, které by jinak mohly inhibovat nebo jinak naruso-

vat sekvenaci. Purifikace byla provadéna s vyuzitim specidlniho kitu (High Pure PCR Pro-

duct Purification Kit, QUIAGEN) podle nésledujiciho protokolu:

1.

Ptidanim 200 ml absolutniho etanolu k promyvacimu pufru, ktery je soucasti kitu,
byl piipraven pracovni roztok promyvaciho pufru.

K 15 pl PCR produktu po re-amplifikaci bylo ptidano 75 ul vazebného pufru. Obsah
kazdé PCR zkumavky byl diikkladn¢ promichan pomoci mikropipety.

Obsah kazdé PCR zkumavky byl pienesen do kolonky umisténé ve zkumavce.
Vzorky byly centrifugovany pfti laboratorni teploté po dobu 60 s pfi maximalni rych-
losti.

Prefiltrovana kapalina byla vylita a do kolonky bylo pfidano 500 ul promyvaciho
pufru ptipraveného podle 1. bodu. Vzorky byly centrifugovany pii pokojové teploté
po dobu 60 s pti maximalni rychlosti (14 500 RPM).

Prefiltrovana kapalina byla vylita a do kolonky bylo pfidano 200 ul promyvaciho
pufru. Vzorky byly opét centrifugovany pii pokojoveé teploté po dobu 60 s pii maxi-
malni rychlosti.

Prefiltrovana kapalina byla vylita. Vzorky byly jesté jednou centrifugovany za stej-
nych podminek pro dosazeni dokonalého odstranéni promyvaciho pufru.

Kolonka byla pfenesena do Cisté 1,5ml mikrozkumavky a bylo do ni pfidano 30 pl
elu¢niho pufru. Poté byly vzorky ponechdny cca 15 minut v klidu pfi laboratorni
teploté.

Vzorky byly centrifugovany pfi pokojové teploté po dobu 60 s pfi maximalni rych-
losti. Elu¢ni puftr zajistil vyplaveni purifikované DNA z membrany kolonky do mi-

krozkumavky.

Koncentrace a Cistota purifikované DNA byla ovéfena spektrofotometricky pii vinovych

délkach 260 a 280 nm.
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Precisténa DNA byla kratkodobé skladovana pfti teploté +4 °C. Pfed odeslanim na sekvenaci
byla do 0,5ml sterilnich mikrozkumavek pro PCR pfipravena smés 8,75 pl roztoku piecis-
téné DNA a 1,25 ul primeru 341 F bez GC-svorky. Sekvenace byla provedena spole¢nosti
SEQme s.r.0.

Zjisténé nukleotidové sekvence (obr. 5) byly porovnavany se zndmymi sekvencemi bakterii
v databazi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Tento program ve své databazi
automaticky vyhledava nejvice podobné sekvence konkrétnich bakterii k zadané hledané
sekvenci DNA a zaroven urci spolehlivost identifikace. V ptipad¢é chybéjicich nukleotida
bylo nutno provést opravu na zaklad¢ posouzeni zaznamu v programu GATCViewer.
Oprava sekvenci spocivala v doplnéni, odstranéni nebo vyméné konkrétniho nukleotidu.
Identifikace mikroorganizmi byla provedena az po opravé vSech jednotlivych chromato-
gramil. Vyhodnoceni druhového zastoupeni mikroorganizmii probihalo na zéklad¢ procen-
tualni spolehlivosti identifikace. Idealni spolehlivost identifikace byla 96-99 %.

"ACATCTAGCACTCATCGT TTACGGCGTGG ACTACCAGGG TATCTAATCCTGTTTACTCCOCACGCT T TCGAGCCT
70 80 90 100 110 120 130 14

Obr. 5: Cast opraveného zaznamu sekvence. A — adenin, G — guanin, C — cytosin,

T - tymin
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Znaceni vzorki syra

Vzorky ptirodnich syrii byly vyrobeny v laboratoii Ustavu technologie potravin v ramci di-
plomové prace Kristyny Rojickové. Jednalo se o pfirodni syry typu gouda s rozdilnym ob-
sahem tuku v sus$iné (1,3 — 51 % t. v s.; viz tab. 7). Znaceni vzorki bylo rovnéz pfevzato
z diplomov¢ prace Kristyny Rojickové [39]. U jednotlivych vzorkt syrii bylo jesté doplnéno

Ciselné oznaceni (1, 14, 28, 56, 84), které znacilo den odebrani vzorku.

Tab. 7: Znaceni vzorkii syrii

Znaceni vzorku Skute¢ny obsah tuku v susiné (%)
A 51
B 48
C 44
D 40
E 30
F 23
G 14
H 1,3

8.2 Optimalizace izolace DNA

Byly testovany celkem dvé riizné metody piipravy vzorkd syri. Prvni metoda spocivala v
centrifugaci homogenizovaného vzorku za pokojové teploty a postupném odpipetovani su-
pernatantu. Pfi kontrole Cistoty a koncentrace izolované DNA bylo vSak zjiSténo, Ze tato
metoda neposkytuje vysledky vhodné pro pouziti nasledné metody PCR-DGGE. Koncen-
trace byly bud’ ptili§ nizké, nebo Cistota neodpovidala stanovenym meznim hodnotdm. Prav-
dépodobné to bylo zpiisobeno Spatnym resuspendovanim bunék mikroorganizmu z divodu
pfitomnosti velkého mnoZstvi tuku a nédsledné horSimu rozruseni bunéénych struktur a na-
sledkem toho 1 slabSimu uvolnéni DNA z bunék. U druhé metody ptipravy vzorki byla ho-
mogenizovana smés centrifugovana za teploty 4 °C. Tim doslo ke vzniku tukové vrstvy na

povrchu supernatantu, kterd by za pokojové teploty zlistala rozptylena v celém objemu zku-
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mavky a také na dné spolu s ostatnimi butikami, jako tomu bylo u prvni metody. Druhd me-
toda piipravy vzorkl poskytovala vyraznéji lepsi vysledky nez prvni, z divodu ¢aste¢ného
odstranéni tuku, ktery pravdépodobné zpiisoboval nizké vytézky pii izolaci DNA z bakteri-
alnich bun¢k. Srovnani koncentrace a Cistoty DNA u prvni a druhé metody je uvedeno v

tabulce 8. U vzorkii mléka nebylo nutno ménit postup piipravy vzork.

Tab. 8: Srovnani metod na zaklade nameérené cistoty a koncentrace DNA

1. metoda 2. metoda

Vzorek Cistota DNA | Koncentrace | Vzorek Cistota DNA | Koncentrace
(oznaceni) DNA [ng/pl] DNA [ng/nl]
AN 1,86 28,30 AN 1,80 28,30
AP 1,90 46,10 AP 1,78 17,60
P1A 2,27 13,40 P1A 1,90 46,10
P14A 0,89 3,30 P14A 2,27 13,40
P28A 2,47 4,70 P28A 1,93 5,40
P56A 1,13 4,40 P56A 1,28 8,80
P84A 3,50 3,50 P84A 1,04 7,60

AN —vzorek mléka A (nepasterované), AP —vzorek mléka A (pasterované), P14-P84A4 — syry

s obsahem tuku v susine 51 % v zavislosti na dobé zrani
8.3 Ovéreni uspéSnosti amplifikace DNA pomoci elektroforézy

Byly provedeny celkem dva amplifikacni kroky. Po kaZzdém z nich byly PCR produkty na-
neseny na agar6zovy gel a koncentrace a kvalita DNA byla ovéfena pomoci elektroforézy.
Pomoci UV-transiluminatoru a programu GeneSnap byly potfizeny fotografie jednotlivych
gelli. Pokud byla nalezena kontaminace u negativni kontroly, bylo nutno provést cely krok
znovu. Pfitomnost cizorodé DNA u negativni kontroly by mohla byt zpisobena kontaminaci
nekteré ze slozek reakéni smési v diisledku nespravné a neaseptické manipulace. Na obrazku

6 v posledni jamce vpravo nelze pozorovat znamku kontaminace. Bilé¢ misto na spodni stran¢
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gelu oznacuje zbytky nespottebovaného primeru. Ptiprava vzorki pro PCR tedy byla prove-
dena spravné. Z obrazku 6 lze vy¢ist, Ze pouzitim primertit FD1 a RD1 doslo k amplifikaci

PCR produktii o celkovou délku 1500 bp.

3000 bp § : | 1
2000 bp

Obr. 6: PCR amplifikace DNA izolované ze syrii a mléka

MRS, M17 — kultura ziskand kultivaci na agarovych plotndch, AN — vzorek mléka (nepaste-
rované), AP — vzorek mléka (pasterované), PIA-P84A — vzorky syrui v ruzném stadiu zrani,

N — negativni kontrola

8.4 Optimalizace metody DGGE

Optimalizace metody DGGE probihala ptedevSim na zékladé zkousSeni rtizné doby, po kte-
rou gradientova elektroforéza probihala. Pokud elektroforéza probihala po dobu 5 h pfi na-
péeti 150 V, nedoslo k dostate¢né separaci fragmenti a denaturaci DNA. Jednotlivé prouzky
na gelu byly tudiz Spatné viditelné, poptipadé nebyly viibec ptitomny (obr. 7). V ptipadé, Ze
elektroforéza probihala pfi napéti 150 V po dobu 7 h, useky s denaturovanou DNA byly
dobie viditelné a bylo mozno je vyfiznout skalpelem a ptipravit na sekvenaci (obr. 8). Rov-
néz byly zkouSeny rizné kombinace denaturacniho gradientu, a to 30/70 % a 20/80 %. V
pfipad¢ denaturacniho gradientu 20 a 80 % byly jednotlivé prouzky v gelu malo viditelné
nebo neostré. Nejspise to bylo zplisobeno pfili§ nizkou koncentraci gradientu v horni polo-
viné gelu, zatimco dolni polovina méla koncentraci gradientu pfili§ vysokou a separace frag-
mentll DNA byla ve vysledku nedostatecnd. Nejlepsi vysledky byly prokazany u kombinace
30 a 70 %. Optimalizace byla provadéna u vzorkli A (51 % t. vs.) a B (48 % t. vs.). Na
zaklad¢ zjisténych vysledkl byla gradientova elektroforéza u vSech vzorkli provadéna pii
napéti 150 V po dobu 7 h a koncentraci denatura¢niho gradientu 30/70 %. Vybrané tseky

DNA byly z gelu vyfiznuty skalpelem, o¢islovany a odeslany na sekvenaci (obr. 9).
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Obr. 7: Gel po DGGE elektroforéze, vzorky s obsahem tuku v susiné 51 %
(150v, 5h, gradient 30/70 %)

b Gl S S — —
3000 bp

B

500 bp

Obr. 8: Gel po DGGE elektroforéze, vzorky s obsahem tuku v susiné 51 %
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(150v, 7h, gradient 30/70 %)

) L]
R e — | — — e —— — — — —
3000 bp

-

500 bp

Obr. 9: Gel po DGGE elektroforéze, vzorky s obsahem tuku v susine 30 % a 23 %
(150v, 7h, gradient 30/70 %), c¢isla oznacuji useky DNA, které byly sekvenovany

8.5 Vysledky sekvenace DNA a identifikace mikroorganizmi

Ve vSech testovanych a vyrobenych SarZich syrii byla prokdzana vysok4 dominance bakterii
mlécného kvaSeni. Jednalo se ptedev§im o Lactococcus lactis subsp. lactis, ktery byl sou-
casti startovaci syrafské kultury. Rtiznorod¢ zastoupeni mikroorganizmi bylo pozorovéano
predevsim u vzorki A, kde byl navic identifikovan Lactococcus lactis subsp. cremoris, ktery
byl rovnéZ soucasti startovacich kultur. PfedevSim u nepasterovanych mlék bylo moZno po-
zorovat vyskyt kontaminujicich bakterii. U vzorku nepasterované¢ho ml¢ka A byl identifiko-
van Enterococcus faecalis a u vzorku nepasterovaného mléka E byl nalezen Enterococcus
faecium. Enterokoky obecné nejsou schopny tvofit bakteridlni spory, tudiZ v pasterovaném
mléce ani v syrech tento mikroorganizmus jiz nebyl pozorovan. Naopak u mléka D byl v
pasterovaném 1 nepasterovaném mléce identifikovan Bacillus cereus. JelikoZ se jedna o spo-
rotvornou grampozitivni ty€inku, bézny pastera¢ni zdhfev neni schopen spory inhibovat.
Soucasti startovacich kultur mél byt navic Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacety-
lactis a Leuconostoc sp.. Tyto mikroorganizmy se vSak nepodafilo identifiovat. Dlivodem
mohla byt pfitomnost PCR inhibitor, jako naptiklad nedostate¢né odstranéni tuku nebo pfi-
tomnost vysoké koncentrace vapenatych iontl, které nasledné zpiisobily Spatnou purifikaci

a nizkou koncentraci izolované DNA [16, 17, 18, 19]. DalSim divodem mohla byt pfili§
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nizka koncentrace DNA téchto mikroorganizmt ve vzorcich, kdy pipetovany objem byl pii-

1i§ nizky na to, aby jednotlivé prouzky byly viditelné pod UV svétlem.

Tab. 9: Identifikované mikroorganizmy

Identifikovany mikroorganizmus

Vzorek

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Startovaci kultura po kultivaci v MRS bujonu

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Sarze A (51 % t. v s.) — mléko nepasterované

Lactococcus lactis subsp. lactis

Syry A-H (51 - 1,3 %t. vs.)

Bacillus cereus

Sarze D (40 % t. v s.) - mléko pasterované i nepasterované

Enterococcus faecalis

Sarze A (51 % t. v s.) — mléko nepasterované

Enterococcus faecium

Sarze E (30 % t. v s.) — mléko nepasterované
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ZAVER

Vyroba pfirodnich syra je slozity proces, pficemz zasadnimi kroky, které utvoti vysledné
organoleptické vlastnosti syru, jsou piredevsim technologicky postup vyroby, typ pfidanych
mlékarenskych kultur a doba zrani. I ptes to, Ze vétSina syrt je vyrabéna z pasterovaného

mléka, je nutno sledovat mikrofloéru v primarnich surovinach i kone¢ném produktu a zajistit

tak mikrobiologickou bezpecnost potraviny.

Ke sledovani biodiverzity lze vyuzit bud’ kultivacnich, nebo nekultiva¢nich metod. Stale
vice jsou vyuzivany metody nekultivacni, molekularné-biologické, protoze poskytuji rych-
lejsi a presnéjsi vysledky. Navic lze prokdzat i pritomnost nezivotaschopnych bun¢k, coz

bylo diive mozné jen pomoci kultiva¢nich metod.

V této bakalatské praci byla sledovana mikroflora ptirodnich zrajicich syri pomoci metody
PCR-DGGE, po kter¢ nasledovala Sangerova metoda sekvenace DNA. Béhem optimalizace

izolace DNA byl zjistén vliv obsahu tuku jako mozného inhibitoru izolace DNA ze syra.

Vysledky identifikace mikroorganizmt prokézaly dominantni pfitomnost bakterii mlééného
kvaSeni, které byly soucasti ptidanych startovacich kultur. Jednalo se pfedev§im o grampo-
zitivni koky, konkrétné Lactococcus lactis. Ze zastupct kontaminujici mikroflory se poda-
tilo identifikovat Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis a Bacillus cereus. Tyto kon-
taminujici mikroorganizmy byly izolovany hlavné¢ z nepasterovanych mlék. V pasterovaném
mléce byla zjiSténa ptitomnost Bacillus cereus, ktery je schopen tvofit bakteridlni spory.
Tyto spory jsou termorezistentni, a tudiZ nemusi byt inhibovany béZnym pasteraénim zahte-
vem. Ve startovaci kultufe mél byt navic obsazen Lactococcus lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis a Leuconostoc sp.. Tyto mikroorganizmy se vS§ak nepodafilo ve vzorcich iden-
tifikovat. Rovnéz nebylo pozorovéano jiné druhové zastoupeni mozné kontaminujici mikrof-

lory.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

APS
bp
BLAST

DGGE

DNA
EDTA
ELISA
EMA
MRS
NSLAB
PCR
RNA
RPM
sp.
subsp.
TAE
TEMED

Uuv

amonium persulfat

base pairs (pary bazi)

basic local alignment search tool

denaturing gradient gel electrophoresis (denaturacni gradientova gelova
elektroforéza)

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
etylendiamintetraoctova kyselina

enzyme-linked immuno sorbent assay

ethidium monoazid

Lactobacillus deMan, Rogosa and Sharpe agar

non starter lactic acid bacteria (non-starterové mlécné bakterie)
polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

revolutions per minute (pocet otacek za minutu)

species (druh)

subspecies (poddruh)

tris-acetat-EDTA

tetramethylethylendiamin

ultraviolet (ultrafialové)
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