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ABSTRAKT 

V této práci byly optimalizovány metody izolace DNA z přírodních sýrů. Cílem bylo zhod-

notit, pomocí které metody je možno získat co možná největší koncentraci a čistotu DNA 

pro následnou analýzu vzorků metodou PCR-DGGE a sekvenaci DNA. K izolaci DNA ze 

vzorků sýrů a mléka byla použita komerční souprava určená pro potraviny. Pro sledování 

diverzity mikroorganizmů byla využita technika PCR-DGGE. Během výzkumu bylo zjiš-

těno, že na izolaci DNA z přírodních zrajících sýrů má vliv rozdílný obsah tuku. U techniky 

DGGE byl zkoumán vliv koncentrace gelu na sledování diverzity mikroorganizmů. U všech 

vzorků sýrů byl identifikován Lactococcus lactis subsp. lactis. U některých vzorků byl za-

znamenán výskyt bakterií rodu Bacillus a Lactococcus lactis subsp. cremoris. Jiné zastou-

pení bakterií se nepodařilo stanovit.  

 

Klíčová slova: gouda, přírodní sýry, izolace DNA z přírodních sýrů, 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. 
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ÚVOD 

Sýry jsou řazeny mezi oblíbené mléčné výrobky nejen v České republice, ale i ve světě. Z 

hlediska postupu výroby se sýry dělí na přírodní a tavené.  

Přírodní sýry jsou až na výjimky vyráběny z pasterovaného mléka, které bylo před výrobou 

upraveno na požadovanou tučnost. Během zrání dochází u přírodních sýrů k utváření cha-

rakteristických vlastností působením mikroorganizmů a biochemických změn. Výsledné or-

ganoleptické vlastnosti sýru jsou dány především postupem výroby, druhem přidaných mlé-

kárenských kultur a dobou zrání. Zejména během zrání však může dojít k ovlivnění výsled-

ných vlastností mnoha faktory, jako je místo skladování, teplota a vlhkost, popřípadě aktivita 

přítomných mikroorganizmů. 

Ke sledování změn během zrání a skladování lze využít různé mikrobiologické metody, ať 

už kultivační, nebo non-kultivační. Zatímco kultivační metody slouží především ke srovná-

vání, non-kultivační metody se zaměřují na sledování konkrétních druhů mikroorganizmů, 

které byly použity jako starterové kultury při výrobě, nebo se do potraviny dostaly jako kon-

taminace z mléka či vnějšího prostředí při výrobě.  

Tato bakalářská práce se zaměřuje na sledování biodiverzity přírodních zrajících sýrů po-

mocí non-kultivačních molekulárně-biologických metod. Konkrétně se jedná o polymerázo-

vou řetězovou reakci, degradační gradientovou gelovou elektroforézu a následnou sekvenaci 

získané mikrobiální DNA. Získané výsledky z DNA sekvenace vzorků sýrů byly porovnány 

s druhy mikroorganizmů, které byly obsaženy v použité mlékárenské kultuře a s kulturou 

přítomnou v mléce, které bylo použito při výrobě jednotlivých vzorků. Rovněž byly sledo-

vány případné kontaminující mikroorganizmy v mléce a hotovém výrobku. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 SÝRY A JEJICH ZÁKLADNÍ ROZDĚLENÍ 

Vyhláška č. 397/2016 Sb., která se zabývá požadavky na mléko, mléčné výrobky, mražené 

krémy a jedlé tuky a oleje, definuje sýr jako mléčný výrobek vyrobený vysrážením mléčné 

bílkoviny z mléka působením syřidla nebo jiných vhodných koagulačních činidel. Tento vy-

srážený podíl syrovátky je oddělen a následně se nechá prokysat nebo zrát. Čerstvým sýrem 

se nazývá nezrající sýr. Zde je možno zařadit i nezrající termizované sýry. Zrajícím sýrem 

se poté rozumí ten, u kterého po prokysání došlo k dalším biochemickým a fyzikálním pro-

cesům [1].  

Vyhláška rovněž uvádí základní rozdělení sýrů.  

Podle obsahu tuku v sušině je možno sýry klasifikovat jako: 

 vysokotučný 

 plnotučný 

 polotučný 

 nízkotučný 

 odtučněný [1] 

Klasifikace přírodních sýrů podle konzistence ve vztahu k obsahu vody v tukuprosté hmotě 

sýra (jinak řečeno podle tvrdosti): 

 extra tvrdý 

 tvrdý 

 polotvrdý 

 poloměkký  

 měkký [1] 

Další možnost klasifikace sýrů je rozdělení přírodních sýrů na sýry čerstvé a zrající. Zrající 

sýry mohou být buď zrající pod mazem, nebo zrající v celé hmotě. Dále jsou pak členěny 

ještě na sýry s plísní na povrchu, s plísní uvnitř hmoty, dvouplísňové, v solném nálevu a 

pařené sýry [1].  
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2 TECHNOLOGIE VÝROBY SÝRŮ 

Sýry jsou mléčné produkty vyráběné z mléka sýřením. Základní princip výroby přírodních 

sýrů spočívá v koagulaci mléka enzymovými preparáty, nebo změnou pH do oblasti blízké 

izoelektrickému bodu kaseinu (~ pH 4.6) [2], za vzniku sýrařského zrna a syrovátky. V praxi 

se často jedná o kombinaci obou postupů. Složení sýrů se velmi podobá složení sušiny 

mléka. V sýrech je obsažen především kasein a mléčný tuk. Pro výrobu 1 kg sýra se spotře-

buje přibližně 10 litrů mléka [3]. Důležitým cílem je dosažení maximálního výnosu, kontrola 

složení a co nejkratší proces výroby. Hlavní kritéria z hlediska konečného složení jsou: ob-

sah tuku, obsah vody, hodnota pH sýru, množství fosforečnanu vápenatého, který zůstane v 

sýru a množství syřidla zachovaného v sýřenině [2].  

2.1 Suroviny pro výrobu sýrů 

Mléko 

Mléko je produkt mléčných žláz samic savců. Jeho základní chemickou složkou je voda, 

která zde tvoří až 85% podíl. Další důležitou složkou jsou bílkoviny, kterých je zde obsaženo 

v průměru 3,2 %. Pro výrobu mléčných výrobků je důležité zastoupení zejména kaseinových 

a syrovátkových bílkovin. Kasein tvoří asi čtyři pětiny mléčných bílkovin. Syrové kravské 

mléko obsahuje přibližně 4 % tuku, který se zde nachází ve formě emulze v tzv. mléčné 

plazmě. Další z hlavních složek je laktóza (obsah 4,6 %). Laktóza (mléčný cukr) se skládá 

z D-galaktózy a D-glukózy, které jsou navzájem propojeny glykosidickou vazbou. Laktóza 

většinou slouží jako hlavní substrát pro rozvoj bakteriálních kultur. Z minerálních látek se 

v mléce vyskytují především vápník, fosfor a hořčík. Důležité jsou zde i mléčné enzymy [3].  

Syřidlo  

Syřidlo je možno definovat jako enzymatický preparát, který je zodpovědný za vysrážení 

mléčných bílkovin z mléka. Základní složkou syřidla jsou enzymy chymosin a pepsin. 

V praxi se využívají nejčastěji syřidla mikrobiální. Z ekonomických a etických důvodů se 

pomalu ustupuje od používání chymosinu získávaného z telecích žaludků. Mnohem častěji 

se k produkci chymosinu využívá mikroorganizmu Rhizomucor miehei nebo geneticky mo-

difikovaných organizmů [4, 5]. Koagulace mléka syřidlem je založena na enzymovém ště-

pení specifické peptidové vazby v kaseinové frakci [3].  

Mlékárenské kultury (startovací kultury) 
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Při výrobě většiny mléčných výrobků se nejčastěji používají tzv. čisté mlékárenské kultury. 

Jedná se o specifické bakterie mléčného kvašení, které se inokulují do mléka o vhodné tep-

lotě. Mlékárenské kultury mohou být stejného definovaného kmene jednoho druhu nebo i 

smíšené. Z mikrobiologického pohledu se pro výrobu sýrů využívají kvasinkové, plísňové i 

bakteriální druhy mikroorganizmů. Přídavkem mlékárenských kultur dochází během zrání 

ke snížení pH díky fermentaci laktózy a produkci kyseliny mléčné a následnému utváření 

organoleptických vlastností sýra (chuť, aroma, textura a konzistence) [3].  

V této bakalářské práci byl jako vzorek použit sýr vyrobený technikou nízkodohřívané sý-

řeniny. Při výrobě byla využita lyofilizovaná mezofilní kultura Flora Danica (Chr. Hansen, 

Dánsko). Složení této kultury je Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 

cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis a Leuconostoc sp. [6].  

2.2 Proces výroby sýrů 

2.2.1 Úprava mléka 

Po odstředění a následné standardizaci mléka na požadovaný obsah tuku se jako základní 

technologická úprava mléka pro výrobu sýrů používá pasterace. Pasterace probíhá při teplotě 

72 °C po dobu 15 s, což je standardní doba pro usmrcení většiny patogenních mikroorga-

nizmů. K redukci mikroorganizmů se někdy využívají i různé alternativní metody, jako na-

příklad mikrofiltrace nebo použití speciálně navržených odstředivek, tzv. baktofugace. Tyto 

alternativní metody se častěji využívají pro odstranění spor, především bakterií rodu 

Clostridium [4]. Samotná baktofugace nemusí odstranit všechny patogenní a podmíněně pa-

togenní mikroorganizmy. To znamená, že nenahrazuje pasteraci, jelikož zde chybí tepelný 

záhřev a z hlediska legislativních předpisů nedojde k inaktivaci alkalické fosfatázy, která je 

ukazatelem správného tepelného ošetření mléka [7]. 

2.2.2 Příprava a přídavek mlékárenských kultur 

Startovací kultury bývají zpravidla mléčné bakterie. U přírodních sýrů typu gouda se nejčas-

těji využívají mezofilní kultury rodu Lactococcus. Tyto kultury bývají uchovávány zpravidla 

lyofilizací. Před použitím je tedy nutné provést jejich rekonstituci [4]. Ta se provádí tak, že 

se definované množství přidá do mírně ohřátého mléka, které bude použito pro výrobu sýru. 

Kultura se rozmíchá a vlastní přídavek starteru následuje po záhřevu na teplotu sýření (30–

33 °C) 30–45 minut před sýřením v dávce 0,5–2 % [3].  
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2.2.3 Sýření 

Koagulace mléka syřidlem je založena na štěpení specifické peptidové vazby, kdy v primární 

fázi vzniká para-κ-kasein a glykomakropeptid. V sekundární fázi dochází k tvorbě gelu [3]. 

Koagulanty jsou obvykle dodávány jako kapalné koncentráty, které mohou být odměřovány 

a ihned přidávány přímo do sýrařské vany [4]. Syřidlo se přidává ve formě zředěného roz-

toku, kdy dávka syřidla se pohybuje do 30 ml na 100 kg mléka. Následně dochází 2-3 minuty 

k míchání a během 8-10 minut se mléko uvede do klidu, aby se nenarušila tvorba gelu a 

nedocházelo ke ztrátám do syrovátky. Doba trvání procesu koagulace je obvykle 30-40 mi-

nut [3].  

2.2.4 Zpracování sraženiny 

 Zpracování sraženiny slouží k vytvoření sýrařského zrna a k oddělení potřebného množství 

syrovátky ze struktury gelu. Dochází k tomu přibližně po 40 minutách, kdy má gel požado-

vanou tuhost. Do hmoty se vloží speciální krájecí forma a gel se nakrájí na částice o velikosti 

6-10 mm, tzv. sýrařské zrno [4]. Při krájení gelu dochází k synerezi, což je smršťování sý-

rových částic a uvolňování syrovátky. U polotvrdých a tvrdých sýrů jsou zařazeny ještě ope-

race dohřívání a dosoušení. U sýrů s nízkodohřívanou sýřeninou se teplota dosoušení pohy-

buje v rozmezí 36-37 °C. U sýrů typu gouda a eidam se navíc provádí ještě tzv. praní sýrař-

ského zrna, při kterém se snižuje obsah laktózy. Praní probíhá v horké vodě za současného 

dohřívaní [3].  

2.2.5 Formování  

Způsoby formování závisí na typu sýra. V případě, že se jedná o sýr s tvorbou ok, se nejprve 

vypustí syrovátka i se zrnem do předlisovací vany, která má dno potažené látkou z tkaniny. 

Víkem vany se předlisuje plát sýřeniny. Následně se nakrájené bloky vkládají do nerezových 

nebo plastových forem, ve kterých jsou sýry následně lisovány. Při lisování dochází k dal-

šímu uvolňování syrovátky a k formování konečného tvaru [3].  

2.2.6 Solení 

Existuje několik různých postupů solení sýra: solení do zrna, solení na sucho a solení v solné 

lázni. Nejčastěji se využívá solení v solné lázni o koncentraci 18-22 % chloridu sodného při 

teplotě 10-15 °C přibližně hodinu po lisování. Doba solení je závislá na požadovaném ob-

sahu soli, velikosti a tvaru sýra [3]. Zpravidla platí, že čím vyšší má sýr obsah soli, tím je 

tvrdší. Průměrný obsah soli v mladé goudě je obvykle 2–3 g na 100 g vody v sýru. Pro 
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rovnoměrné rozložení soli je potřeba poměrně dlouhá doba, která u velkých bochníků může 

trvat až 2 měsíce zrání ve zracích sklepech [5].  

2.2.7 Zrání 

Během zrání sýru dochází k významným změnám ve struktuře i složení, které ve výsledku 

dávají sýru jeho specifické organoleptické vlastnosti jako chuť, aroma, texturu a vzhled. 

Zráním dochází rovněž k mikrobiologickým změnám, především k rozvoji sekundární mi-

kroflóry, zodpovědné zejména za vznik charakteristického aroma a chuti sýrů. Nastávají i 

významné chemické procesy, jako například změna pH nebo tvorba plynů u sýrů s propio-

novou kulturou. Biochemické procesy probíhající během zrání sýrů jsou rozděleny na meta-

bolizmus zbytkové laktózy a katabolizmus laktátu a citrátu, lipolýzu a katabolizmus volných 

mastných kyselin a proteolýzu a katabolizmus aminokyselin. Doba zrání je závislá na typu 

sýru. U některých sýrů, jako například mozzarella, může trvat zrání v řádu týdnů. Naopak u 

tvrdých sýrů s vysokodohřívanou sýřeninou (parmezán) může doba zrání trvat až dva roky 

[4].   



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 16 

 

3 MIKROFLÓRA PŘÍRODNÍCH ZRAJÍCÍCH SÝRŮ 

Mikroflóra přírodních zrajících sýrů je charakteristická přítomností velkého množství mi-

kroorganizmů, zahrnující bakterie, kvasinky a plísně. Tyto mikroorganizmy je možno roz-

dělit do tří typů: primární starterové kultury, sekundární kultury a non-starterové mikroor-

ganizmy. Starterové kultury jsou do mléka přidávány před samotným zpracováním sýrů a 

podílejí se především na produkci kyseliny mléčné, zatímco sekundární kultury plní svou 

hlavní funkci při zrání sýrů. Výsledkem jsou pak typické organoleptické vlastnosti výrobku, 

v závislosti na kombinaci použitých kultur. Non-starterové mikroorganizmy mohou pochá-

zet z mléka nebo z prostředí při zpracovávání. Může se jednat o jiné druhy bakterií, kvasinky 

nebo vláknité houby. Stejně jako starterové kultury mohou hrát roli při dozrávání sýru [2, 

8]. 

3.1 Primární starterové kultury 

Hlavní funkcí primárních starterových kultur je produkce kyseliny mléčné z laktózy. Ná-

sledně dochází k biochemickým změnám během zrání sýru a utváření specifických organo-

leptických vlastností. Starterové kultury bývají vybírány velmi pečlivě a přidávají se do 

mléka ještě před samotnou výrobou sýru. Mezi hlavní druhy starterových kultur u sýrů ho-

landského typu se řadí Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, 

Leuconostoc sp., Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. 

bulgaricus nebo Lactobacillus helveticus. U většiny sýrů jsou využívány bakterie rodu 

Lactococcus a Leuconostoc. Uvedené rody Lactobacillus jsou využívány především při vý-

robě sýrů ementálského typu. Existují i sýry, u kterých se starterové kultury před výrobou 

nepřidávají a využívá se zde spíše náhodně přítomné mikroflóry v mléce, jako například 

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis nebo Staphylococcus sp.. Jedná se především 

o sýry vyráběné v Itálii nebo ve Španělsku [2]. 

3.2 Sekundární kultury 

Bakterie, které jsou řazeny k tzv. sekundárním kulturám, neplní funkci tvorby kyseliny 

mléčné. Při výrobě sýrů jsou přidávány za účelem biochemických změn a utváření specific-

kých organoleptických vlastností. Jedná se například o mikroorganizmy produkující oxid 

uhličitý a kyselinu propionovou, jako Propionibacterium freudenreichii u sýrů ementál-

ského typu, popřípadě o plísňové kultury, jako Penicillium roqueforti pro sýry s plísní v těstě 

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

Mezi non-starterové mikroorganizmy nacházející se v sýrech můžeme zařadit bakterie mléč-

ného kvašení. Neřadí se však mezi zákysové kultury. Jejich zdrojem je syrové mléko, které 

díky své vysoké nutriční hodnotě, vysokému obsahu vody a příznivému pH umožňuje růst 

velkému množství mikroorganizmů. Ty se ojediněle mohou nacházet i v pasterovaném 

mléce a často jsou řazeny mezi kontaminanty. Může se jednat o Enterococcus faecium, En-

terococcus faecalis nebo non-starterové laktobacily jako Lactobacillus plantarum nebo 

Lactobacillus fermentum, případně i Staphylococcus sp. [2, 9, 10]. I přesto jsou využívány 

při výrobě u některých odrůd italských nebo španělských sýrů, jelikož mají vysokou biosyn-

tetickou kapacitu a mohou se podílet na utváření senzorických vlastností sýrů během zrání. 

Tyto kmeny mohou hrát důležitou roli při inovaci produktů, tudíž stále pokračuje výzkum 

ohledně jejich využití v potravinářském průmyslu. Bylo například zjištěno, že přídavek 

NSLAB (Non starter lactic acid bacteria) jako doplňkových kultur pro výrobu sýrů zvyšuje 

hladinu volných aminokyselin, peptidů a volných kyselin, což vede k zrychlené tvorbě sen-

zorických vlastností a zrání [10, 11]. 

Je důležité sledovat mikrobiální zastoupení jak v mléce, tak i ve výsledném produktu. Ko-

nečná kvalita sýru je závislá na přídavku primárních starterových a sekundárních kultur i na 

možném výskytu non-starterových mikroorganizmů. Ke sledování diverzity mikroflóry je 

možno využít molekulárně-biologických metod jako polymerázové řetězové reakce (PCR) 

a degradační gradientové gelové elektroforézy (DGGE). Tyto metody umožňují analyzovat 

rozmanitost mikroorganizmů, identifikovat jednotlivé druhy a porovnat možné změny mi-

kroflóry během zrání a skladování [8]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 18 

 

4 METODY MOLEKULÁRNÍ BIOLOGIE VYUŽÍVANÉ PŘI 

SLEDOVÁNÍ BIODIVERZITY 

Ke sledování biodiverzity v potravinách lze využít buď kultivační, nebo non-kultivační me-

tody. Kultivační metody jsou využívány spíše jako metody referenční, umožňují však kvali-

tativní i kvantitativní stanovení. Non-kultivační metody mohou být imunologické (ELISA - 

enzyme-linked immuno sorbent assay), sérologické nebo molekulárně-biologické (PCR-

DGGE metoda). Rovněž se mezi non-kultivační molekulárně-biologické metody řadí i sek-

venace mikrobiální DNA. V posledních letech jsou stále více využívány non-kultivační me-

tody, jelikož poskytují citlivější a rychlejší výsledky. Navíc umožňují detekovat i mikroor-

ganizmy, které jsou náročné na kultivaci. Molekulárně-biologické metody jsou založeny na 

analýze nukleových kyselin izolovaných z celé mikro biální populace. Pomocí molekulárně-

biologických metod je možno dosáhnout i diferenciace mezi mrtvými a živými buňkami za 

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

4.1 Příprava vzorků před PCR 

         Cílem přípravy vzorků před PCR je vyrobit homogenní vzorek pro amplifikaci, který umožní 

opakovat zkoušku i vícekrát, a vyloučit látky, které by mohly snížit schopnost amplifikace 

DNA a tím ovlivnit výslednou koncentraci nukleových kyselin ve vzorku. Nejčastěji využí-

vané metody jsou biochemické a fyzikální [16].  

Nejvíce používaná biochemická metoda je extrakce DNA. K tomu je možno využít velké 

nabídky komerčních kitů, které jsou určeny pro různé aplikace. Může se jednat o izolaci 

DNA z rostlinných buněk nebo hub, popřípadě virové DNA a jiné. Rovněž existují speciální 

komerční kity na izolaci DNA z potravin. Jedná se o soupravy obsahující lyzační činidla, 

promývací, vazebné a eluční pufry. Tato metoda se využívá v kombinaci s fyzikálními me-

todami, které jsou založeny na fyzikálních vlastnostech buňky, jako je například velikost 

nebo hmotnost. Tyto metody zahrnují především centrifugaci a filtraci. Výhodou použití ex-

trakce DNA v kombinaci s fyzikálními metodami je odstranění většiny PCR inhibitorů a 

dosažení požadované čistoty a koncentrace DNA, jelikož vzorky jsou několikrát purifiko-

vány a uchovávány ve vhodném pufru (např. TAE pufr). Nevýhodou zůstávají poměrně vy-

soké náklady [16]. 
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4.2 Inhibitory PCR 

Inhibitory PCR pocházejí buď z původního vzorku, nebo z vnějšího prostředí při přípravě 

vzorku. Jedná se o různorodou skupinu látek s rozmanitými vlastnostmi a mechanizmy 

účinku. Přirozeně přítomné inhibitory se nacházejí i v potravinách. V mase jsou to třeba 

kolagen, myoglobin nebo hemoglobin. V mléce a mléčných výrobcích to můžou být např. 

proteinázy, vápenaté ionty, tuk nebo přítomnost nukleáz [16, 17, 18, 19].  

Mechanizmy účinku jsou různorodé. Přítomnost tuku může ovlivnit resuspendování buněk 

lyzačními činidly, popřípadě v kombinaci s vápenatými ionty amplifikaci DNA Vysoká kon-

centrace vápenatých iontů může způsobit kompetetivní inhibici, kdy se na DNA polymerázu 

místo hořčíku a komplexotvorných činidel naváže vápník. Tím dojde ke snížení aktivity 

DNA polymerázy, jelikož hořčík zde nebude přítomen jako kofaktor. Tyto inhibiční účinky 

vápenatých iontů lze ovlivnit zvýšením koncentrace hořčíku v reakci nad úrovně standardně 

požadované pro PCR [20, 21].  

4.3 Metoda PCR-DGGE 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) je založena na opakované replikaci vybraného úseku 

DNA. Tento úsek je na každém konci ohraničen primery, což jsou krátké řetězce DNA nebo 

RNA. K syntéze DNA se využívá termostabilní DNA polymeráza a celý proces probíhá v 

termocykleru. Níže popsané fáze se během procesu cyklicky opakují. 

Reakce má několik fází: 

1. Denaturace – dochází k rozrušení vodíkových můstků v molekule DNA a rozvolnění 

dvoušroubovice. Vznik jednovláknové DNA je důležitý k nasednutí primerů. Tento proces 

probíhá za vysokých teplot (nad 90 °C) 

2. Nasednutí primerů (annealing) – dochází k nasednutí primerů na specifická místa vlákna 

DNA. Teplota se při tomto kroku sníží na 40-60 °C. Na místo nasednutí primeru se zároveň 

váže DNA polymeráza.  

3. Elongace – tento krok zahrnuje syntézu DNA a ve směru od 5' konce ke 3' konci se při-

pojuje komplementární vlákno k původní molekule DNA [21, 22, 23]. 

Degradační gradientová gelová elektroforéza (DGGE) je metoda založená na separaci DNA 

fragmentů o různé sekvenci nukleotidů v polyakrylamidovém gelu. Gel obsahuje lineární 
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gradient formamidu a močoviny. Mobilita dvouvláknové DNA je ovlivněna její molekulo-

vou hmotností až do doby, než vstoupí do části gelu, kde je taková koncentrace denaturač-

ních látek, že způsobí denaturaci DNA na jednovláknovou molekulu. Koncentrace denatu-

račních látek se zvyšuje lineárně ve směru od shora dolů. Konečná pozice fragmentu DNA 

v gelu závisí tedy na denaturačním bodu. K vizualizaci jednotlivých úseků DNA v gelu je 

možno použít ethidium-bromid nebo jiná fluorescenční barviva v kombinaci s UV-

transiluminátorem [24, 25, 26]. 

Metoda PCR-DGGE doplňuje i preventivní přístup k bezpečnosti potravin, který sleduje 

především výskyt patogenních mikroorganizmů v potravinách. U mléka a mléčných výrobků 

se jedná především o výskyt bakterií jako Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 

Campylobacter spp. nebo patogenních kmenů Escherichia coli [27, 28, 29, 30, 31]. 

4.4 Sekvenace DNA 

Sekvenací DNA se rozumí biochemická metoda, která je schopna určit pořadí jednotlivých 

nukleotidů v analyzovaném vzorku DNA. Existují různé metody sekvenování DNA. V této 

bakalářské práci byla pro identifikaci mikroorganizmů využita Sangerova metoda sekvenace 

DNA. Tato metoda se využívá spíše k sekvenování krátkých úseků jednovláknové DNA a 

využívá biologického procesu replikace DNA. Vybraná sekvence DNA se vloží do radioak-

tivní reakční směsi s vhodným primerem, DNA polymerázou, esenciálními deoxyribonuk-

leotidy a dideoxynukleotidy. Dideoxynukleotid je uměle připravený derivát nukleotidů, 

který neobsahuje hydroxylovou skupinu a je chopen se začlenit do replikující se DNA. Po 

začlenění zároveň způsobí zastavení elongace řetězce. Vzniká směs různě dlouhých sekvencí 

DNA, které na začátku obsahují radioaktivní primer a na konci jeden ze čtyř přidaných dide-

oxynukleotidů. Pomocí elektroforézy lze poté porovnat čtyři různé gely, obsahující různé 

délky sekvencí a zjistit, jak za sebou následovaly jednotlivé nukleotidy zkoumané sekvence 

DNA [23, 24, 32, 33]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem této bakalářské práce bylo pomocí molekulárně-biologických metod v průběhu vý-

roby a zrání sledovat mikrobiální diverzitu přírodních zrajících sýrů, které se lišily obsahem 

tuku v sušině. Dílčí cíle práce lze charakterizovat následovně: 

- optimalizovat metodu, pomocí které bude možno získat co možná nejvyšší koncen-

traci a čistotu DNA pro následnou analýzu vzorků metodou PCR-DGGE a sekvenaci 

DNA, 

- sledovat mikrobiální diverzitu modelových vzorků sýrů metodou PCR-DGGE s ná-

slednou sekvenací vybraných fragmentů DNA, 

- zhodnotit druhové zastoupení technologicky významných, popřípadě i kontaminují-

cích, mikroorganizmů detekovaných v sýrech ve srovnání s mikroflórou mléka, které 

bylo použito při výrobě. 
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6 IZOLACE DNA Z PŘÍRODNÍCH SÝRŮ 

Metodika práce byla částečně převzata z diplomové práce Ivety Kalousové, kde byly pomocí 

molekulárně-biologických metod diskutovány změny mikroflóry u fermentovaného mas-

ného výrobku [34]. 

6.1 Příprava vzorků pro izolaci DNA 

Zařízení a pomůcky: 

 Stomacher Lab Blender 400 (Seward) 

 Váhy (KERN) 

 Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO) 

 Centrifuga Hermle Z 300 K (Biotech) 

 Centrifuga minispin plus (Eppendorf) 

 Laboratorní sklo 

 Chemikálie: 70% ethanol, sterilní destilovaná voda 

 Ostatní plastové a ochranné pomůcky  

Byly testovány dvě metody přípravy vzorků sýrů pro izolaci DNA.  

1. metoda: Vzorek sýru byl přenesen do sterilního plastového sáčku a smíchán s destilovanou 

vodou v poměru 3:1 (15 ml sterilní destilované vody a 5 g sýru). Obsah sáčku byl homoge-

nizován za použití Stomacheru po dobu 10 minut. Homogenizovaná směs byla přefiltrována 

přes sterilní gázu do 15 ml plastových zkumavek určených pro centrifugaci. Obsah zkuma-

vek byl centrifugován při pokojové teplotě po dobu 20 minut. Supernatant byl postupně od-

pipetován a takto připravený sediment byl použit pro izolaci DNA.  

2. metoda: Vzorek sýru byl přenesen do sterilního plastového sáčku a smíchán s destilovanou 

vodou v poměru 3:1 (15 ml sterilní destilované vody a 5 g sýra). Obsah sáčku byl homoge-

nizován za použití Stomacheru po dobu 10 minut. Homogenizovaná směs byla přefiltrována 

přes sterilní gázu do 15 ml plastových zkumavek určených pro centrifugaci. Obsah zkuma-

vek byl centrifugován při teplotě 4 °C po dobu 20 minut. Supernatant byl postupně odpipe-

tován a vytvořená vrstva tuku na povrchu filtrátu byla opatrně vytřena za pomocí sterilního 

vatového tamponu. Takto upravený filtrát byl použit pro izolaci DNA. 
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U vzorků mléka nebylo potřeba provádět homogenizační úpravy. Byl však testován různý 

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

6.2 Izolace DNA z bakteriálních buněk za využití komerčního kitu 

Zařízení a pomůcky: 

 Centrifuga minispin plus (Eppendorf) 

 Vortex V-1 plus (Biosan) 

 Vortex-Genie 2(QUIAGEN) 

 Termostat blokový Bio TDB-100 (Biosan) 

 Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO) 

 PowerFood Microbial DNA Isolation Kit (QUIAGEN) 

 Ostatní jednorázové plastové a ochranné pomůcky 

K izolaci DNA ze vzorků mléka a sýrů byla použita komerční souprava určená pro aplikaci 

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

Izolace DNA probíhala ve dvou fázích. První fází byla izolace DNA v rámci optimalizace 

metody přípravy vzorků a druhou fází byla izolace DNA ze vzorků připravených metodou, 

která poskytovala nejvyšší koncentraci a nejčistší DNA, což byla metoda 2, uvedená v kapi-

tole 6.1. Tyto vzorky byly rovněž dále využity k optimalizaci dalších kroků PCR-DGGE 

analýzy a k vlastnímu stanovení mikroflóry přírodních zrajících sýrů. 

Postup při izolaci DNA z připraveného a centrifugovaného vzorku byl následující: 

1. Buněčná peleta filtrátu připraveného v kapitole 5.1 byla rozpuštěna ve 450 μl roztoku 

PF1(lyzační roztok). Před samotným použitím bylo nutno roztok zahřát na teplotu 55 

°C, aby nedošlo k jeho vysrážení. Kvůli lepšímu rozpouštění byly zkumavky s lyzač-

ním činidlem promíchány pomocí vortexu. 

2. Resuspendované buňky byly poté přemístěny do rozbíjecích zkumavek a nejdříve 

zahřáty na 70 °C. Následně byly umístěny do vortexového adaptéru do horizontální 

polohy a promíchány na vortexu při nejvyšší rychlosti po dobu 10 minut. 
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3. Obsah rozbíjecích zkumavek byl centrifugován 1 minutu při 14 500 RPM (revoluti-

ons per minute; počet otáček za minutu). Při tomto kroku se rozbité buňky shromaž-

ďují po stranách zkumavky, zatímco DNA zůstává v supernatantu. Supernatant byl 

přenesen do čisté 2ml zkumavky. 

4. K supernatantu bylo přidáno 100 μl roztoku PF2, který odstraňuje organické a anor-

ganické sloučeniny a zbytky buněk. Směs byla krátce promíchána na vortexu a ná-

sledně inkubována asi 5 minut při teplotě 4 °C.  

5. Směs byla centrifugována 1 minutu při 14 500 RPM g a pokojové teplotě.  

6. Veškerý supernatant obsahující DNA byl přenesen do čisté 2ml zkumavky. Do zku-

mavky bylo přidáno 900 μl roztoku PF3 (vazebný pufr). Směs byla krátce promí-

chána na vortexu. Roztok PF3 je vysoce koncertovaný solný roztok, proto je nutno 

jej před použitím zkontrolovat a případně, že jsou patrné sraženiny, zahřát na teplotu 

55 °C. 

7. Přibližně 650 μl směsi ve zkumavce bylo přeneseno do kolonky a centrifugováno 1 

minutu při 14 500 RPM. Přefiltrovaná tekutina byla vylita. Tento krok bylo podle 

návodu přiloženého výrobcem nutno rozdělit na 3 fáze.  

8. Kolonka se zachycenou DNA byla přemístěna do čisté 2ml zkumavky a naplněna 

650 μl promývacího roztoku PF4, který je nutno před použitím protřepat. Takto byly 

vzorky centrifugovány po dobu 1 minuty.  

9. Do kolonky bylo přidáno 650 μl promývacího roztoku PF5. Obsah byl opět centrifu-

gován (1 minuta, 14 500 RPM). Tímto způsobem byly z membrány odstraněny 

zbytky roztoku PF4.  

10. Přefiltrovaná tekutina byla ze zkumavky vylita. Kolonka byla podrobena další cen-

trifugaci, tentokrát však po dobu 2 minut při 14 500 RPM.  

11. Kolonka byla opatrně přenesena do čisté 2ml zkumavky. Do kolonky bylo přidáno 

30 μl roztoku PF6. Jedná se o sterilní eluční pufr, který je nutno nanášet doprostřed 

membrány tak, aby byla pokryta celá membrána. Tento pufr zajistí uvolnění DNA z 

membrány, protože neobsahuje žádné soli, které by podporovaly vazbu DNA na 

membránu. Před samotnou centrifugací byla kolonka ponechána 10 minut při poko-

jové teplotě, z důvodu lepšího uvolnění DNA z membrány do pufru. 

12. Kolonka byla centrifugována po dobu 1 minuty při 14 500 RPM. Kolonka byla poté 

ze zkumavky vyjmuta. 
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U takto připravené DNA byla poté provedena kontrola čistoty a koncentrace pro další využití 

v technice PCR-DGGE. 

6.3 Kontrola čistoty a koncentrace DNA 

Zařízení a pomůcky: 

 Spektrofotometr Infinite 200 PRO (Tecan) 

 Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO) 

 Chemikálie: roztok PF6 

 Ostatní pomůcky 

Čistota a koncentrace vyizolované DNA byla ověřena pomocí spektrofotometru při vlno-

vých délkách 260 a 280 nm. Vlastní měření probíhá tak, že se nanesou 2 μl elučního pufru 

(roztok PF6) do jamek patentované NanoQuant desky, která je součástí spektrofotometru. 

V přístroji je poté změřena absorbance pro dané rozpouštědlo, které slouží jako kalibrační 

pozadí. V druhém kroku se provádí měření již se samotnou DNA. Před každým měřením i 

po něm bylo provedeno důkladné očištění destičky 70% etanolem. Nukleové kyseliny ab-

sorbují nejvíce záření při vlnové délce 260 nm. Čistota DNA je pak dána poměrem absor-

bancí při obou vlnových délkách 260 a 280 nm. Ideální poměr se pohybuje mezi hodnotami 

1,8 – 2,0. Výsledky jednotlivých kontrol byly uloženy v programu Microsoft Office Excel. 
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7 METODA PCR-DGGE VYUŽÍVANÁ PŘI STUDIU MIKROFLÓRY 

Principy polymerázové řetězové reakce (PCR) a degradační gradientové gelové elektrofo-

rézy (DGGE) jsou popsány v teoretické části v kapitole 4.3. Byly provedeny celkem dva 

amplifikační kroky, přičemž u každého kroku byly využity jiné primery a k nim odpovídající 

programy pro PCR. 

7.1 Polymerázová řetězová reakce (PCR) 

Zařízení a pomůcky: 

 PCR box AURA PCRTM (BIOAIR) 

 Vortex V-1 plus (Biosan) 

 Termocykler AerisTM (ESCO) 

 Váhy (KERN) 

 Elektroforetická vana vč. příslušenství MultiSUB Mini (Consort) 

 Elektrický zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort) 

 Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO) 

 UV-Transiluminátor InGeniusLHR (SYNGENE) 

 Software GeneSnap 

 Laboratorní sklo  

 Chemikálie: sterilní destilovaná voda pro PCR, 1% TAE pufr, agaróza, 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) 

 Ostatní jednorázové plastové a ochranné pomůcky 

7.1.1 1. krok amplifikace 

Celkový objem reakční směsi pro PCR byl 20 μl. Složení reakční směsi je uvedeno v tabulce 

1. Příprava reakční směsi byla provedena v PCR boxu, který bylo nutno sterilizovat ultrafia-

lovým zářením po dobu minimálně 20 minut. Pro první amplifikaci byly použity primery 

FD1 a RD1 (tab. 5). Rovněž byla namíchána také negativní kontrola. Negativní kontrola 
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znamená, že místo vzorku DNA byl do směsi přidán 1 μl sterilní destilované vody. Tím bylo 

možno zjistit, zda některá ze směsí pro PCR nebyla kontaminována cizorodou DNA v dů-

sledku nesprávné a neseptické manipulace. Připravená směs byla poté vložena do termocy-

kleru. Teplotní a časový profil prvního amplifikačního kroku je uveden v tabulce 2. 

Tab.1: Složení reakční směsi – 1. amplifikační krok 

Složky Množství pro 1 reakci [μl] 

Sterilní destilovaná voda pro PCR 7 

Master mix 10 

FD1 primer 1 

RD1 primer 1 

DNA 1 

 

Tab. 2: Teplotní a časový profil – 1. amplifikační krok 

Krok PCR Teplota [° C] Čas [s] Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 120 1 

Denaturace 95 30 

9 Nasedání primeru (annealing) 61 30 

Elongace 72 90 

Denaturace 95 30 

24 Nasedání primeru (annealing) 56 30 

Elongace 72 90 

Závěrečná extenze 72 600 1 

7.1.2 2. krok amplifikace 

Celkový objem reakční směsi byl 30 μl. Příprava reakční směsi byla provedena za aseptic-

kých podmínek opět v PCR boxu. Pro druhý krok amplifikace byly použity primery 341F-

GC a 907R (tab. 5). Složení reakční směsi je uvedeno v tabulce 3. Teplotní a časový profil 

druhého amplifikačního kroku je uveden v tabulce 4.  
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Tab. 3: Složení reakční směsi – 2. amplifikační krok 

Složky Množství pro 1 reakci [μl] 

Sterilní destilovaná voda pro PCR 10,5 

Master mix 15,0 

341F-GC primer 1,5 

907R primer 1,5 

DNA 1,5 

 

Tab. 4: Teplotní a časový profil – 2. amplifikační krok 

Krok PCR Teplota [° C] Čas [s] Počet 

cyklů 

Počáteční denaturace 95 120 1 

Denaturace 95 30 

35 
Nasedání primeru (an-

nealing) 
61 30 

Elongace  72 60 

Závěrečná extenze 72 600 1 

 

Tab. 5: Sekvence vybraných primerů 

Primer Pořadí bází 

FD1 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ [35] 

RD1 5’ AAGGAGGTGATCCAGCC 3’ [35] 

341F-GC 5’ (GC-svorka)CCTACGGGAGGCAGCAG 3’ [36] 

907R 5’ CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 3’ [37] 

GC-svorka: CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG [36] 
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7.1.3 Příprava gelu pro elektroforézu 

Pro elektroforetickou detekci DNA fragmentů byl připraven 1% agarózový gel.  

1. Do Erlenmayerovy baňky byl navážen 1 g agarózy. 

2. K agaróze bylo přidáno 100 ml 1% TAE pufru   

3. Připravená směs byla v mikrovlnné troubě přivedena k varu, aby došlo k rozpuštění 

agarózy.  Směs byla opatrně promíchána, aby nedošlo ke vzniku bublin.  

4. K rozpuštěné a mírně ochlazené směsi byly přidány 2 kapky ethidiumbromidu. 

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

nout. 

Ze ztuhlého gelu byl vyjmut hřebínek a gel s formou bez bočního těsnění byl vložen do 

elektroforetické vany naplněné 1% TAE pufrem tak, aby gel byl zcela ponořen v pufru.  

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

Thermo Scientific).  

2. Další jamky byly naplněny 5 μl vzorku včetně negativní kontroly.  

3. Elektrody elektroforetické vany byly napojeny na zdroj elektrického napětí. Vlastní 

elektroforéza probíhala přibližně 20 minut při napětí 90 V. Po ukončení elektroforézy 

byl gel přesunut do UV-transiluminátoru a pozorován pod UV světlem prostřednic-

tvím kamery. Pomocí programu GeneSnap byla pořízena fotografie osvíceného gelu.  

7.2 Degradační gradientová gelová elektroforéza (DGGE) 

7.2.1 Sestavení aparatury pro výrobu gelu 

Zařízení a pomůcky: 

 DGGE set skleněných desek (C.B.S. Scientific Company) 

 Těsnění pro DGGE 1,0 mm (C.B.S. Scientific Company) 

 Svorky, spacery, vertikální hřebínky pro DGGE (C.B.S. Scientific Company) 

 Jednoduchá kazeta pro DGGE z plexiskla (C.B.S. Scientific Company) 

Pro sestavení jedné aparatury se využívá úzké sklo se zaoblenými spodními rohy a silné sklo 

s výřezem. 
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1. Obě skla byla před použitím omyta etanolem a důkladně vyleštěna. 

2. Po obvodu skla se zaoblenými rohy bylo nataženo těsnění do tvaru písmene U. Sklo 

bylo poté položeno na laboratorní stůl trubkovitou částí těsnění nahoru. 

3. Vedle vnitřních okrajů těsnění byly umístěny tzv. spacery (oddělovače), které zajiš-

ťovaly vytvoření prostoru mezi skleněnými deskami. 

4. Na sklo s těsněním bylo položeno silnější sklo výřezem nahoru. Po obvodu byla skla 

zajištěna klipsy a celá aparatura byla postavena do vertikální polohy. 

7.2.2 Příprava gelu 

Zařízení a pomůcky: 

 Analytické váhy ADVENTURER Pro d=0,0001 g (OHAUS) 

 Plastové 50ml zkumavky 

 Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO) 

 Míchadlo s ohřevem MR Hei-Tec (Heidolph) 

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

 Magnetické míchadlo včetně magnetů Hei-Mix S (Heidolph) 

 Mini-peristaltická pumpa MPP-100-220 (C.B.S. Scientific Company) 

 Ostatní: kanyla, sterilní špičky, sterilní 1,5ml zkumavky, stojan na zkumavky, ruka-

vice 

 Chemikálie: sterilní destilovaná voda, 70% ethanol, 40% bis-akrylamid, amonium 

persulfát, močovina, formamid, tetramethylethylendiamin 

Pro přípravu 7,5% gelu byl namíchán 30% a 70% zásobní roztok akrylamidu (tab. 6) a 10% 

roztok APS (amonium persulfát). Při přípravě denaturačních roztoků se vždy začínalo nava-

žováním močoviny, teprve až poté byly přidávány kapalné složky. Směs byla míchána po-

mocí magnetického míchadla při teplotě 55 °C, dokud se močovina zcela nerozpustila. Na-

konec byly oba roztoky doplněny destilovanou vodou na objem 100 ml. Roztoky byly skla-

dovány při teplotě 4 °C. Pro přípravu 10% APS bylo naváženo 0,025 g APS do 1,5ml steril-

ních mikrozkumavek a následně rozpuštěno ve 250 μl sterilní destilované vody 
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Tab. 6: Složení denaturačních a zásobních roztoků 

Složka 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 

Močovina [g] 8,4 12,6 29,4 33,6 

 

Postup přípravy gelu byl následující (obr. 1): 

1. Marker gradientu, spojovací hadička a jehla byly důkladně promyty destilovanou 

vodou. 

2. Po promytí byly uzavřeny oba ventily markeru gradientu a jehla byla umístěna mezi 

skla aparatury pro přípravu gelu. 

3. Dvě plastové 50ml zkumavky byly označeny jako 30% a 70%. 

4. Do zkumavky 30% bylo odměřeno 15 ml 30% zásobního roztoku a do zkumavky 

70% bylo odměřeno 15 ml 70% zásobního roztoku. 

5. Do obou zkumavek bylo následně přidáno 104,4 μl 10% roztoku APS a 6,5 μl 

TEMED (tetramethylethylendiamin). 

6. Obsah obou zkumavek byl ihned důkladně promíchán. 

7. Do levé části markeru gradientu byl nalit roztok ze zkumavky 30% a do pravé části 

byl nalit roztok ze zkumavky 70%. Bylo zapnuto magnetické míchání a rovněž mini-

peristaltická pumpa. Následně byly zároveň otevřeny oba ventily. 

8. Jakmile byl celý prostor mezi skly zaplněn roztokem, byl do aparatury zasazen hře-

bínek s 16 nebo 22 zuby, podle množství vzorků. 

9. Marker gradientu, spojovací hadička a jehla byly znovu důkladně promyty destilo-

vanou vodou. 

10. Polymerace gelu trvala přibližně 1 hodinu při pokojové teplotě. 
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Obr. 1: Schéma aparatury pro přípravu gelu [38] 

Příprava a průběh elektroforézy 

1. Elektroforetický tank (obr. 3) byl naplněn 1% TAE (Tris-acetát-EDTA) pufrem a 

vytemperován na teplotu 60 °C.  

2. Po proběhnutí polymerace byl z gelu opatrně vyjmut hřebínek a odstraněny svorky. 

Těsnění na spodní hraně desek bylo uvolněno.  

3. Skleněné desky s gelem byly přiloženy k jednoduché kazetě z plexiskla výřezem 

dovnitř a zajištěny svorkami (obr. 1). 

4. Kazeta byla vložena do tanku s pufrem a byla k ní připojena hadička, kterou protéká 

pufr, čímž byl prostor jamek naplněn pufrem (obr. 2).  

5. Jamky byly důkladně vymyty pufrem za pomoci speciální pipety. Tímto krokem byly 

z jamek odstraněny zbytky nezpolymerovaného roztoku. 

6. Do jamek bylo nanášeno 8 μl vzorku. Do první a poslední jamky byl nanesen marker 

Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) v množství 6 μl.  

7. Ke kazetě byla připojena katoda. Elektroforéza probíhala při napětí 150 V po dobu 

420 minut. Pouze u vzorků G elektroforéza probíhala při napětí 150 V po dobu 360 

minut. 
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Obr. 2: Schéma vkládání kazety s gelem do tanku s pufrem [38] 

 

Obr. 3: Elektroforetický tank 

7.2.3 Barvení a vizualizace 

Zařízení a pomůcky: 

 Třepačka Titramax 100 (Heidolph) 

 2 nádoby pro barvicí lázeň  

 Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO) 

 Chemikálie: 1% TAE pufr, barvivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) 

 Ostatní: skalpel, sterilní špičky, odměrný válec 
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Při barvení gelu se postupovalo následovně:  

1. Byla připravena barvící lázeň skládající se ze 400 ml 1% TAE pufru a 40 μl flu-

orescenčního barviva GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). 

2. Lázeň byla zakryta alobalem z důvodu nestálosti barviva na světle. 

3. Kazeta byla vyjmuta z tanku a rozebrána. Bylo odstraněno těsnění, spacery a skla 

byla od sebe opatrně oddělena, aby nedošlo k poškození gelu. Zároveň byl celý pro-

ces prováděn tak, aby gel zůstal na silnějším skle s výřezem. 

4. Skleněná deska s gelem byla vložena do barvicí lázně.  

Barvení probíhalo 20 minut při současném protřepávání lázně na třepačce, tak, abyse barvicí 

roztok dostal i pod gel. Obarvený gel byl přenesen ze skla na UV-transiluminátor a prosvícen 

UV zářením. Pomocí programu GeneSnap byla poříze na fotografie osvíceného gelu (obr. 

4). 

 

Obr. 4: Ukázka fotografie osvíceného gelu 

7.3 Re-amplifikace, purifikace, sekvenace DNA a identifikace mikroor-

ganizmů  

Vybrané proužky (bandy) byly z gelu vyříznuty skalpelem a přeneseny do sterilních 1,5ml 

mikrozkumavek s 200 μl sterilní destilované vody určené pro PCR a sterilními skleněnými 

kuličkami (5–10 ks). Obsah zkumavek byl míchán na vortexu v horizontální poloze přibližně 
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20 minut. Poté byly vzorky umístěny do chladničky a udržovány při 4 °C do druhého dne 

pro umožnění důkladného rozpuštění gelu a difuze DNA z gelu do kapalné fáze.  

Purifikace PCR produktů byla provedena za účelem odstranění primerů, solí, volných nuk-

leotidů a termostabilní DNA polymerázy, které by jinak mohly inhibovat nebo jinak narušo-

vat sekvenaci. Purifikace byla prováděna s využitím speciálního kitu (High Pure PCR Pro-

duct Purification Kit, QUIAGEN) podle následujícího protokolu:  

1. Přidáním 200 ml absolutního etanolu k promývacímu pufru, který je součástí kitu, 

byl připraven pracovní roztok promývacího pufru. 

2. K 15 μl PCR produktu po re-amplifikaci bylo přidáno 75 μl vazebného pufru. Obsah 

každé PCR zkumavky byl důkladně promíchán pomocí mikropipety. 

3. Obsah každé PCR zkumavky byl přenesen do kolonky umístěné ve zkumavce. 

Vzorky byly centrifugovány při laboratorní teplotě po dobu 60 s při maximální rych-

losti. 

4. Přefiltrovaná kapalina byla vylita a do kolonky bylo přidáno 500 μl promývacího 

pufru připraveného podle 1. bodu. Vzorky byly centrifugovány při pokojové teplotě 

po dobu 60 s při maximální rychlosti (14 500 RPM). 

5. Přefiltrovaná kapalina byla vylita a do kolonky bylo přidáno 200 μl promývacího 

pufru. Vzorky byly opět centrifugovány při pokojové teplotě po dobu 60 s při maxi-

mální rychlosti. 

6. Přefiltrovaná kapalina byla vylita. Vzorky byly ještě jednou centrifugovány za stej-

ných podmínek pro dosažení dokonalého odstranění promývacího pufru. 

7. Kolonka byla přenesena do čisté 1,5ml mikrozkumavky a bylo do ní přidáno 30 μl 

elučního pufru. Poté byly vzorky ponechány cca 15 minut v klidu při laboratorní 

teplotě. 

8. Vzorky byly centrifugovány při pokojové teplotě po dobu 60 s při maximální rych-

losti. Eluční pufr zajistil vyplavení purifikované DNA z membrány kolonky do mi-

krozkumavky. 

Koncentrace a čistota purifikované DNA byla ověřena spektrofotometricky při vlnových 

délkách 260 a 280 nm. 
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Přečištěná DNA byla krátkodobě skladována při teplotě +4 °C. Před odesláním na sekvenaci 

byla do 0,5ml sterilních mikrozkumavek pro PCR připravena směs 8,75 μl roztoku přečiš-

těné DNA a 1,25 μl primeru 341 F bez GC-svorky. Sekvenace byla provedena společností 

SEQme s.r.o.  

Zjištěné nukleotidové sekvence (obr. 5) byly porovnávány se známými sekvencemi bakterií 

v databázi BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Tento program ve své databázi 

automaticky vyhledává nejvíce podobné sekvence konkrétních bakterií k zadané hledané 

sekvenci DNA a zároveň určí spolehlivost identifikace. V případě chybějících nukleotidů 

bylo nutno provést opravu na základě posouzení záznamu v programu GATCViewer. 

Oprava sekvencí spočívala v doplnění, odstranění nebo výměně konkrétního nukleotidu. 

Identifikace mikroorganizmů byla provedena až po opravě všech jednotlivých chromato-

gramů. Vyhodnocení druhového zastoupení mikroorganizmů probíhalo na základě procen-

tuální spolehlivosti identifikace. Ideální spolehlivost identifikace byla 96-99 %.  

 

Obr. 5: Část opraveného záznamu sekvence. A – adenin, G – guanin, C – cytosin, 

T - tymin 
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Značení vzorků sýrů 

Vzorky přírodních sýrů byly vyrobeny v laboratoři Ústavu technologie potravin v rámci di-

plomové práce Kristýny Rojíčkové. Jednalo se o přírodní sýry typu gouda s rozdílným ob-

sahem tuku v sušině (1,3 – 51 % t. v s.; viz tab. 7). Značení vzorků bylo rovněž převzato 

z diplomové práce Kristýny Rojíčkové [39]. U jednotlivých vzorků sýrů bylo ještě doplněno 

číselné označení (1, 14, 28, 56, 84), které značilo den odebrání vzorku. 

Tab. 7: Značení vzorků sýrů 

Značení vzorku Skutečný obsah tuku v sušině (%) 

A 51 

B 48 

C 44 

D 40 

E 30 

F 23 

G 14 

H 1,3 

8.2 Optimalizace izolace DNA 

Byly testovány celkem dvě různé metody přípravy vzorků sýrů. První metoda spočívala v 

centrifugaci homogenizovaného vzorku za pokojové teploty a postupném odpipetování su-

pernatantu. Při kontrole čistoty a koncentrace izolované DNA bylo však zjištěno, že tato 

metoda neposkytuje výsledky vhodné pro použití následné metody PCR-DGGE. Koncen-

trace byly buď příliš nízké, nebo čistota neodpovídala stanoveným mezním hodnotám. Prav-

děpodobně to bylo způsobeno špatným resuspendováním buněk mikroorganizmů z důvodu 

přítomnosti velkého množství tuku a následně horšímu rozrušení buněčných struktur a ná-

sledkem toho i slabšímu uvolnění DNA z buněk. U druhé metody přípravy vzorků byla ho-

mogenizovaná směs centrifugována za teploty 4 °C. Tím došlo ke vzniku tukové vrstvy na 

povrchu supernatantu, která by za pokojové teploty zůstala rozptýlena v celém objemu zku-
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mavky a také na dně spolu s ostatními buňkami, jako tomu bylo u první metody. Druhá me-

toda přípravy vzorků poskytovala výrazněji lepší výsledky než první, z důvodu částečného 

odstranění tuku, který pravděpodobně způsoboval nízké výtěžky při izolaci DNA z bakteri-

álních buněk. Srovnání koncentrace a čistoty DNA u první a druhé metody je uvedeno v 

tabulce 8. U vzorků mléka nebylo nutno měnit postup přípravy vzorků. 

Tab. 8: Srovnání metod na základě naměřené čistoty a koncentrace DNA 

1. metoda 2. metoda 

Vzorek 

(označení) 

Čistota DNA Koncentrace 

DNA [ng/µl] 

Vzorek Čistota DNA  Koncentrace 

DNA [ng/µl] 

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), P1A-P84A – sýry 

s obsahem tuku v sušině 51 % v závislosti na době zrání 

8.3 Ověření úspěšnosti amplifikace DNA pomocí elektroforézy  

Byly provedeny celkem dva amplifikační kroky. Po každém z nich byly PCR produkty na-

neseny na agarózový gel a koncentrace a kvalita DNA byla ověřena pomocí elektroforézy. 

Pomocí UV-transiluminátoru a programu GeneSnap byly pořízeny fotografie jednotlivých 

gelů. Pokud byla nalezena kontaminace u negativní kontroly, bylo nutno provést celý krok 

znovu. Přítomnost cizorodé DNA u negativní kontroly by mohla být způsobena kontaminací 

některé ze složek reakční směsi v důsledku nesprávné a neaseptické manipulace. Na obrázku 

6 v poslední jamce vpravo nelze pozorovat známku kontaminace. Bílé místo na spodní straně 
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gelu označuje zbytky nespotřebovaného primeru. Příprava vzorků pro PCR tedy byla prove-

dena správně. Z obrázku 6 lze vyčíst, že použitím primerů FD1 a RD1 došlo k amplifikaci 

PCR produktů o celkovou délku 1500 bp. 

MRS, M17 – kultura získaná kultivací na agarových plotnách, AN – vzorek mléka (nepaste-

rované), AP – vzorek mléka (pasterované), P1A-P84A – vzorky sýrů v různém stadiu zrání, 

N – negativní kontrola 

8.4 Optimalizace metody DGGE 

Optimalizace metody DGGE probíhala především na základě zkoušení různé doby, po kte-

rou gradientová elektroforéza probíhala. Pokud elektroforéza probíhala po dobu 5 h při na-

pětí 150 V, nedošlo k dostatečné separaci fragmentů a denaturaci DNA. Jednotlivé proužky 

na gelu byly tudíž špatně viditelné, popřípadě nebyly vůbec přítomny (obr. 7). V případě, že 

elektroforéza probíhala při napětí 150 V po dobu 7 h, úseky s denaturovanou DNA byly 

dobře viditelné a bylo možno je vyříznout skalpelem a připravit na sekvenaci (obr. 8). Rov-

něž byly zkoušeny různé kombinace denaturačního gradientu, a to 30/70 % a 20/80 %. V 

případě denaturačního gradientu 20 a 80 % byly jednotlivé proužky v gelu málo viditelné 

nebo neostré. Nejspíše to bylo způsobeno příliš nízkou koncentrací gradientu v horní polo-

vině gelu, zatímco dolní polovina měla koncentraci gradientu příliš vysokou a separace frag-

mentů DNA byla ve výsledku nedostatečná. Nejlepší výsledky byly prokázány u kombinace 

30 a 70 %. Optimalizace byla prováděna u vzorků A (51 % t. v s.) a B (48 % t. v s.). Na 

základě zjištěných výsledků byla gradientová elektroforéza u všech vzorků prováděna při 

napětí 150 V po dobu 7 h a koncentraci denaturačního gradientu 30/70 %. Vybrané úseky 

DNA byly z gelu vyříznuty skalpelem, očíslovány a odeslány na sekvenaci (obr. 9). 

Obr. 6: PCR amplifikace DNA izolované ze sýrů a mléka 
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Obr. 7: Gel po DGGE elektroforéze, vzorky s obsahem tuku v sušině 51 %  

(150v, 5h, gradient 30/70 %) 

 

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

 

Obr. 9: Gel po DGGE elektroforéze, vzorky s obsahem tuku v sušině 30 % a 23 %  

(150v, 7h, gradient 30/70 %), čísla označují úseky DNA, které byly sekvenovány 

8.5 Výsledky sekvenace DNA a identifikace mikroorganizmů 

Ve všech testovaných a vyrobených šaržích sýrů byla prokázána vysoká dominance bakterií 

mléčného kvašení. Jednalo se především o Lactococcus lactis subsp. lactis, který byl sou-

částí startovací sýrařské kultury. Různorodé zastoupení mikroorganizmů bylo pozorováno 

především u vzorků A, kde byl navíc identifikován Lactococcus lactis subsp. cremoris, který 

byl rovněž součástí startovacích kultur. Především u nepasterovaných mlék bylo možno po-

zorovat výskyt kontaminujících bakterií. U vzorku nepasterovaného mléka A byl identifiko-

ván Enterococcus faecalis a u vzorku nepasterovaného mléka E byl nalezen Enterococcus 

faecium. Enterokoky obecně nejsou schopny tvořit bakteriální spory, tudíž v pasterovaném 

mléce ani v sýrech tento mikroorganizmus již nebyl pozorován. Naopak u mléka D byl v 

pasterovaném i nepasterovaném mléce identifikován Bacillus cereus. Jelikož se jedná o spo-

rotvornou grampozitivní tyčinku, běžný pasterační záhřev není schopen spory inhibovat. 

Součástí startovacích kultur měl být navíc Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacety-

lactis a Leuconostoc sp.. Tyto mikroorganizmy se však nepodařilo identifiovat. Důvodem 

mohla být přítomnost PCR inhibitorů, jako například nedostatečné odstranění tuku nebo pří-

tomnost vysoké koncentrace vápenatých iontů, které následně způsobily špatnou purifikaci 

a nízkou koncentraci izolované DNA [16, 17, 18, 19]. Dalším důvodem mohla být příliš 
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nízká koncentrace DNA těchto mikroorganizmů ve vzorcích, kdy pipetovaný objem byl pří-

liš nízký na to, aby jednotlivé proužky byly viditelné pod UV světlem. 

Tab. 9: Identifikované mikroorganizmy 

Identifikovaný mikroorganizmus Vzorek 

Lactococcus lactis subsp. cremoris Startovací kultura po kultivaci v MRS bujonu 

Lactococcus lactis subsp. cremoris Šarže A (51 % t. v s.) – mléko nepasterované 

Lactococcus lactis subsp. lactis Sýry A-H (51 – 1,3 % t. v s.) 

Bacillus cereus Šarže D (40 % t. v s.) - mléko pasterované i nepasterované 

Enterococcus faecalis Šarže A (51 % t. v s.) – mléko nepasterované 

Enterococcus faecium Šarže E (30 % t. v s.) – mléko nepasterované 
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ZÁVĚR 

Výroba přírodních sýrů je složitý proces, přičemž zásadními kroky, které utvoří výsledné 

organoleptické vlastnosti sýru, jsou především technologický postup výroby, typ přidaných 

mlékárenských kultur a doba zrání. I přes to, že většina sýrů je vyráběna z pasterovaného 

mléka, je nutno sledovat mikroflóru v primárních surovinách i konečném produktu a zajistit 

tak mikrobiologickou bezpečnost potraviny. 

Ke sledování biodiverzity lze využít buď kultivačních, nebo nekultivačních metod. Stále 

více jsou využívány metody nekultivační, molekulárně-biologické, protože poskytují rych-

lejší a přesnější výsledky. Navíc lze prokázat i přítomnost neživotaschopných buněk, což 

bylo dříve možné jen pomocí kultivačních metod. 

V této bakalářské práci byla sledována mikroflóra přírodních zrajících sýrů pomocí metody 

PCR-DGGE, po které následovala Sangerova metoda sekvenace DNA. Během optimalizace 

izolace DNA byl zjištěn vliv obsahu tuku jako možného inhibitoru izolace DNA ze sýrů.  

Výsledky identifikace mikroorganizmů prokázaly dominantní přítomnost bakterií mléčného 

kvašení, které byly součástí přidaných startovacích kultur. Jednalo se především o grampo-

zitivní koky, konkrétně Lactococcus lactis. Ze zástupců kontaminující mikroflóry se poda-

řilo identifikovat Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis a Bacillus cereus. Tyto kon-

taminující mikroorganizmy byly izolovány hlavně z nepasterovaných mlék. V pasterovaném 

mléce byla zjištěna přítomnost Bacillus cereus, který je schopen tvořit bakteriální spory. 

Tyto spory jsou termorezistentní, a tudíž nemusí být inhibovány běžným pasteračním záhře-

vem. Ve startovací kultuře měl být navíc obsažen Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. 

diacetylactis a Leuconostoc sp.. Tyto mikroorganizmy se však nepodařilo ve vzorcích iden-

tifikovat. Rovněž nebylo pozorováno jiné druhové zastoupení možné kontaminující mikrof-

lóry. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

APS  amonium persulfát 

bp  base pairs (páry bází) 

BLAST basic local alignment search tool   

DGGE  denaturing gradient gel electrophoresis (denaturační gradientová gelová  

  elektroforéza)  

DNA  deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleová kyselina)  

EDTA  etylendiamintetraoctová kyselina  

ELISA  enzyme-linked immuno sorbent assay  

EMA  ethidium monoazid 

MRS  Lactobacillus deMan, Rogosa and Sharpe agar  

NSLAB non starter lactic acid bacteria (non-starterové mléčné bakterie) 

PCR  polymerase chain reaction (polymerázová řetězová reakce) 

RNA  ribonucleic acid (ribonukleová kyselina)   

RPM  revolutions per minute (počet otáček za minutu) 

sp.  species (druh) 

subsp.  subspecies (poddruh) 

TAE  tris-acetát-EDTA 

TEMED tetramethylethylendiamin  

UV  ultraviolet (ultrafialové) 
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