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ABSTRAKT 

V přírodě vytváří mikroorganizmy mikrobiální společenstva, jejichž diverzita je typická 

druhovou bohatostí a relativním zastoupením druhů. Cílem bakalářské práce bylo popsat 

metody, které lze použít ke studiu mikrobiální diverzity potravin. V současnosti se stále 

více využívají metody bez potřeby kultivace. Mikrobiální diverzita potravin rostlinného a 

živočišného původu se zásadně odlišuje. V praktické části byla zkoumána mikroflóra jed-

lého hmyzu a jedlého květu. Pro stanovení mikrobiální diverzity byly použity molekulární 

metody ARDRA a TGGE. Ve vzorcích jedlého hmyzu byla prokázána velká mikrobiální 

rozmanitost, zatímco jedlý květ měl mikroflóru znatelně chudší. 

Klíčová slova: ARDRA, TGGE, jedlý hmyz, jedlý květ, mikrobiální diverzita   

 

 

ABSTRACT 

Microorganisms in nature create microbial communities, whose diversity is typical of the 

species richness and relative abundance of species. The aim of the thesis was to describe 

the methods that can be used to study microbial diversity of food. Currently, non-

cultivation methods are increasingly used. Microbial diversity of foods of plant and animal 

origin are fundamentally different. In the practical part microflora of edible insects and 

edible flower was examined. Molecular methods ARDRA and TGGE were used to deter-

mine the microbial diversity. Varied microbial diversity was demonstrated in samples of 

the edible insects, while edible flower flora was significantly poorer. 
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ÚVOD 

Význam sledování mikrobiální biodiverzity spočívá v tom, že mnoho mikroorganismů, 

které jsou přítomny v potravinách, ovlivňují výsledný charakter dané potraviny. Vliv 

na potravinu může být pozitivní jako je zlepšení senzorických vlastností potraviny nebo 

zlepšení stravitelnosti. Negativně ovlivněné potraviny jsou potraviny znehodnocené hnilo-

bou nebo přítomností mikrobiální vady. V rámci zlepšení kvality a bezpečnosti potravin, 

bude kladen stále větší důraz na mikrobiální diverzitu přítomnou v potravinách. Přesné a 

rychlé metody jsou proto nezbytné. 

Stanovení mikrobiální diverzity může být provedena použitím tradičních kultivačních me-

tod. Kultivační metody jsou časově zdlouhavé, pracné a jejich provedení vyžaduje mnoho 

času. Použitím kultivačně nezávislých metod pro stanovení mikrobiální diverzity výrazně 

zkrátíme dobu potřebnou pro stanovení z několika dnů na několik hodin. Kromě rychlosti 

je použitím nekultivačních metod také velmi zvýšena citlivost a specifita. Mezi používané 

nekultivační metody patří metody molekulární biologie: T-RFLP, ARDRA, TGGE, PCR, 

qPCR, hybridizační metody a mnohé další. 

Kultivačně nezávislé metody se stávají vhodnou alternativou k tradičním kultivačním me-

todám a je tendence kultivační metody nahrazovat. 
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 METODY STANOVENÍ MIKROBIÁLNÍ DIVERZITY 

1.1 Kultivačně závislé metody 

Klasické mikrobiologické metody mají velký význam při studiu mikroorganismů. Kulti-

vačně závislé metody jsou založeny na růstu bakterií na uměle vyrobených živných půdách 

[1]. Tyto půdy se podobají podmínkám prostředí, ze kterého jsou mikroorganismy získány. 

Tradiční metodou pro stanovení mikrobiální diverzity je plotnová metoda, pomocí které se 

kultivují životaschopné buňky [2]. 

1.1.1 CPM 

Plotnová metoda neboli metoda celkového počtu mikroorganismů (CPM) je metoda, kde 

jsou mikroorganismy kultivovány na neselektivních pevných živných půdách. Podle mor-

fologických a mikroskopických znaků jsou popsány, jako tvar velikost kolonií, vlastnosti 

buněčné stěny u bakterií ( G
+
 a G

-
) nebo tvorba spor. Biochemickou identifikací jednotli-

vých kolonií jsou bakterie dále tříděny do čeledí a rodů [3]. 

1.1.2 MPN 

Metodu pravděpodobného počtu (MPN) používáme u vzorků, které se kultivují na tekutých 

živných půdách a nárůst mikroorganismů se projevuje zákalem, sedimentem, povrchovou 

blankou nebo tvorbou plynu. V půdách, které obsahují indikátory, se charakteristicky mění 

i zabarvení půdy. Pomocí zkumavkových metod nelze získat přesný přehled o mikrobiál-

ním společenstvu, protože získáme jen mikroorganismy, které jsou kultivovatelné v teku-

tých živných půdách [3]. 

1.1.3 Kultivačně závislé molekulární metody 

U kultivačně závislých metod s aplikovanými molekulárními metodami se využívá kulti-

vace na pevných živných půdách s následnou molekulární identifikací jednotlivých kolo-

nií. Mikroorganismy jsou kultivovány na kolektivních živných půdách, bez přídavku selek-

tivních činidel. Pro zjištění technologicky důležitých mikroorganismů se, ale často využí-

vají selektivní půdy, které jsou pro tyto mikroorganismy nejvhodnější. Například bakterie 

mléčného kvašení jsou napřed kultivovány na MRS nebo M17 agaru a následně jsou roz-

děleny pomocí molekulárních metod: polymorfismus terminálních restrikčních fragmentů 

(T-RFLP), gelová elektroforéza v teplotním gradientu (TGGE), restrikční analýza amplifi-

kované ribozomální DNA (ARDRA) a fluorescenční in situ hybridizace (FISH) [4]. 
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1.2 Kultivačně nezávislé metody 

Metody používané v molekulární biologii využívají technologii amplifikace nukleových 

kyselin in vitro. Amplifikací výrazně zvýšíme citlivost detekce i při zachování vysoké spe-

cifity této reakce. Amplikony (produkty reakce) mohou být stanoveny různými technikami, 

které zahrnují analýzu štěpných fragmentů vzniklých působením restrikčních enzymů, 

přímou analýzou sekvencí nebo rozděleny denaturační gelovou elektroforézou (DGGE). 

Na rozdíl od tradičních mikrobiologických metod není k identifikaci potřebná zdlouhavá 

kultivace mikroorganismů [5]. Mezi základní molekulární techniky můžeme zařadit poly-

merázovou řetězovou reakci (PCR), TGGE a polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

(RFLP) [6]. 

Kultivačně nezávislé přístupy jsou stále více využívány pro určení složení mikrobiálních 

společenstev. Tyto přístupy umožnily současně charakterizovat celý ekosystém a identifi-

kovat mnoho druhů z těchto souborů. Posun od kultivačně závislých na kultivačně nezávis-

lé vedl k revoluci v mikrobiologii. Tyto techniky poskytují větší citlivost a rychlost stano-

vení oproti kultivačně závislým, s velkým pozitivem v detekci mikroorganismů, které se 

obtížně kultivují nebo jsou nekultivovatelné. Přes mnoho výhod kultivačně nezávislých 

metod, jsou stále nějaká omezení, se kterými je nutno počítat [7]. 

1.3 Fingerprint metody 

Jedná se o metody zaměřené na sledování a vývoj změn mikrobiální populace molekulár-

ními metodami v potravinách. Hlavním důvodem použití fingerprint metod je neznalost 

optimálních podmínek pro kultivaci mikroorganismů. Molekulární metody jsou schopny 

analyzovat i velmi malé množství materiálu a není důležité, zda se jedná o živou nebo mrt-

vou buňku [8]. Fingerprint metody jsou schopné poskytnout celkový profil představující 

genetickou rozmanitost mikrobiální populace v konkrétním prostředí. DGGE/TGGE je 

nejvíce využívaná metoda pro svou univerzálnost a pro schopnost posouzení struktury mi-

krobiální komunity [9]. 

1.3.1 DGGE/TGGE 

DGGE i TGGE zkoumá mikrobiální rozmanitost na základě nukleotidové struktury. 

Nejdříve jsou amplifikovány malé PCR fragmenty nukleových kyselin (200-700 bp) a 

na akrylamidovém gelu s rostoucím denaturačním gradientem jsou následně rozděleny 

podle rozdílné mobility u částečně denaturované DNA a nedenaturované DNA [10]. 
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DGGE používá k denaturaci chemické látky jako např. formamid a močovinu. TGGE 

k denaturaci používá teplotní gradient. Výsledkem jsou fragmenty DNA podobné délky, 

ale s rozdílnými sekvencemi. Obecně platí, že chování při denaturaci závisí na délce pro-

duktu a množství guanin-cytosin párů, které jsou více stabilní v denaturačním gradientu 

než pár adenin-tymin. Zpočátku je denaturace částečná, a z denaturovaných oblastí se stá-

vají dvě jednořetězcové části, tímto se snižuje pohyblivost fragmentu v gelu. Nakonec je 

řetězec úplně rozdělen, až na GC svorku (40-45 bází bohatých na GC páry) [8]. Tato svor-

ka je velmi stabilní a drží dvoušroubovicovou molekulu pohromadě, migrace molekuly 

v elektrickém poli je tím výrazně zpomalena nebo zastavena. DGGE profily DNA odvoze-

né z PCR produktů jsou generovány pro popisování metabolicky aktivních populací. Hlav-

ní výhodou DGGE a TGGE je jejich dostupnost pro molekulární laboratoře a relativně 

snadná interpretace výsledků. Jednotlivé bandy mohou být vyříznuty z gelu a identifiková-

ny sekvencováním. Sekvencování ale mohou bránit malé fragmenty PCR produktů, které 

nemusí obsahovat dostatečné informace pro taxonomickou klasifikaci. Je nutné upozornit 

na to, že různé amplikony mohou mít stejnou elektroforetickou pohyblivost, což má za 

následek společnou migraci s různými fragmenty. Nevýhoda, která je často spojována 

s DGGE/TGGE, je špatná reprodukovatelnost. Ta se však může zvětšit začleněním vnitř-

ních standardů a normalizace vzorků [11]. 

1.3.2 PCR 

PCR je metoda, kterou zavedl Kary B. Mullis v roce 1986 [12]. Zavedení PCR mělo pro 

molekulární biologii stejný význam, jako objevení restrikčních endonukleáz nebo sekven-

cování DNA [10]. Podstatou PCR je cyklické opakování enzymatické syntézy nových ře-

tězců vybraného úseku DNA ve směru 5´ 3´za použití DNA polymerázy [12]. 

PCR je založena na zmnožení (amplifikaci) genu nebo jeho části (nejčastěji úsek v oblasti 

16S rRNA u bakterií). Jedná se o exponenciální reakci, kdy v závislosti na počtu matric 

vždy vzniká dvojnásobek, zjednodušeně to můžeme napsat jako 2
n
, kdy n odpovídá počtu 

cyklů. Celou řetězovou reakci je možné popsat ve třech stupních, odehrávajících se 

v termocykleru, přístroj, který dokáže velmi rychle a přesně měnit teplotu reakčního pro-

středí (až 1°C za 1 sekundu) [13]. Pro správné provedení procesů denaturace, annealingu a 

extenze genu je potřeba specifických teplot a opakováním cyklu se spouští vždy nová řetě-

zová reakce. Celý program končí polymerací (extenzí) a zchlazením reakční směsi [10]. 
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Hlavní výhodou PCR je vysoká citlivost. Amplifikace DNA je plně automatizována a do 

hodiny může proběhnout až 30 cyklů. Teoreticky lze získat až 10
9
 krát více původní matri-

ce vzorku, v praxi je efektivita cyklu nižší než 100% a získá se kolem 10
6
 až 10

8
 násobku 

původní matrice [10]. 

Kvantitativní real-time PCR (qPCR) je jednou z modifikací klasické PCR. Umožňuje vy-

sokou přesnost, specifičnost, rychlou detekci a kvantifikaci úseku DNA nebo RNA. Real-

time PCR je založena na sledování průběhu reakce přímo během reakce pomocí fluo-

rescenčních barviv a sond, které detekují množství PCR produktu zvýšením fluorescenční 

aktivity. Fluorescence je měřena během každého cyklu PCR a její intenzita je přímo nebo 

nepřímo úměrná množství amplikonů, které jsou přítomny v reakční směsi [14]. Kvantifi-

kace se provádí matematickou analýzou amplifikačních křivek. Klasická amplifikační 

křivka vzniká vynesením závislosti fluorescence na pořadovém číslu příslušného cyklu. 

Typická amplifikační křivka má zakřivený esovitý tvar a lze ji rozdělit na 3 úseky: 1) bac-

kground fázi, kde je PCR produktu tak málo, že fluorescence je v neměřitelných hodno-

tách; 2) exponenciální fázi, kdy množství PCR produktu exponenciálně roste; 3) plató fáze, 

kde již nedochází k nárůstu PCR produktu a fluorescenční signál zůstává konstantní [15]. 

Detekční systémy pro qPCR využívají reakci PCR produktu s interakčními barvivy (ethi-

dium bromid, SYBR Green I), jejichž fluorescenční aktivita vzroste po vazbě na dvouře-

tězcovou DNA. Jelikož během PCR vzniká dvouřetězcový produkt, který výrazně převyšu-

je počáteční množství dsDNA, lze sledovat pomocí interkalačních barviv průběh reakce. 

Nevýhodou detekčních barviv je, že detekují veškerou dsDNA, která je přítomna v reakční 

směsi včetně nespecifických produktů amplifikace jako primer-dimer artefakty. Nejlepším 

řešením pro detekci jsou oligonukleotidové sondy, které hybridizují s určitou cílovou sek-

vencí uvnitř amplifikovaného regionu. Po navázání se výrazně zvýší fluorescenční aktivita 

sond. Výhodou oligonukleotidových sond je jejich vysoká specifita k cílové sekvenci [15]. 

1.3.3 T-RFLP 

Polymorfismus terminálních restrikčních fragmentů (T-RFLP) je používána pro studium 

složité mikrobiální komunity na základě variability 16S rRNA. Technika T-RFLP posuzuje 

rozmanitost komplexních společenstev bez nutnosti znalosti jakékoliv informace o sekven-

cích genů. Touto metodou jsou získány informace o celém bakteriálním společenstvu 

v daném vzorku [10]. 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 16 

 

Restrikční endonukleázy neboli restriktázy jsou sekvenčně specifické nukleázy, které jsou 

produkované bakteriemi. V buňce jsou přítomny za účelem štěpit cizorodou DNA, která se 

do bakteriální buňky dostává při infekci bakteriofágem. Restrikční enzymy jsou označová-

ny podle bakterie, ze které byly izolovány. Rozpoznávací místo restrikčních endonukleáz 

je místo, které je tvořeno nukleotidovou sekvencí o délce 4 až 8 nukleotidů. Každá restrik-

táza rozpoznává specifickou sekvenci a v restrikčním místě dochází k hydrolýze fosfo-

diesterových vazeb [10]. Výběrem vhodných restrikčních enzymů, můžeme zvýšit pravdě-

podobnost, že výsledná sada restrikčních fragmentů, rozdělená podle velikosti, bude více 

odrážet přirozenou mikrobiální diverzitu ve vzorku. [16] 

Identifikace bakterií pomocí T-RFLP je založena na analýze velikosti fragmentů získaných 

po štěpení amplifikovaného genu. Je velmi důležité, že jeden značený fragment vyrobený 

pomocí PCR a rozštěpený restrikčními enzymy odpovídá jen jedinému úseku [17]. 

1.3.4 ARDRA (PCR-RFLP) 

ARDRA je jednoduchá technika, založená na restrikci amplifikované DNA s následným 

rozdělením pomocí gelové elektroforézy. Výsledky z gelové elektroforézy jsou využity 

k mikrobiální identifikaci nebo ke srovnání mikrobiálních společenstev. Na rozdíl od T-

RFLP jsou detekovány všechny štěpné fragmenty. Nicméně s velkým množstvím fragmen-

tů se zvyšuje i složitost, což ztěžuje interpretaci a srovnávání výsledků. Jeden restrikční 

enzym neposkytuje dostatečně velké rozlišení, a proto je nutné využít více restrikčních 

enzymů samostatně nebo je kombinovat. Nevýhodou je barvení v gelech, protože dochází 

k potlačení bandů od méně početné populace [11]. 
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2 MIKROBIÁLNÍ DIVERZITA 

Biologickou rozmanitost můžeme definovat jako škálu rozdílných druhů organismů a je-

jich relativní hojnost na určitém úseku. Mikrobiální diverzita jednoznačně poukazuje na 

rozmanitost ve třech úrovních: v rámci druhu (genetická), počtu druhů (druhová) a komu-

nity (ekologická rozmanitost). Termín druhová diverzita se skládá ze dvou částí, první částí 

je celkový počet přítomných druhů, které mohou představovat druhovou bohatost komuni-

ty. Vztahuje se tedy ke kvantitativním mezidruhovým variacím. Druhou částí je distribuce 

jednotlivců mezi těmito druhy, která se označuje jako rovnost nebo vyrovnanost [18]. Jed-

ním z problémů ale je, že rovnost v bakteriálních systémech zatím není známa, protože 

jednotlivé buňky jsou velice zřídka identifikovány až na úroveň kmenu. Vhodným měře-

ním pro zjištění biologické rozmanitosti je využití rozdílů v molekulárních znacích, zejmé-

na v procentu homologie deoxynukleotidových kyselin. V minulosti se diverzita určovala 

na základě taxonomických znaků, které nepodávaly informace o genetické rozmanitosti 

vzorku [2]. 

Znalost složení mikrobiálních společenstev, které jsou zastoupeny v potravinách, je důleži-

té z hlediska údržnosti potravin. Tradičně se pro výskyt mikroorganismů z prostředí nebo 

výrobního procesu využívají metody založené na bázi kultivace. Tím jsou z mikrobiální 

kontroly vyloučeny ty mikroorganismy, kterým nevyhovují dané kultivační podmínky 

[19]. Dnes se stále více využívá pro charakterizaci mikrobiální diverzity molekulární tech-

niky, protože poskytují poměrně obsáhlý popis dané komunity. Tyto techniky jsou velmi 

vhodné pro porovnávání složení mikrobiálních komunit v potravinách. Nejčastěji se využí-

vají techniky TGGE, T-RFLP a ARDRA [11]. 

2.1 Fermentované masné výrobky 

Za posledních 20 let se studiem mikroflórou fermentovaných masných výrobků, za použití 

kultivačních technik, zabývali různí autoři. Někteří se zabývali jen technologicky význam-

nými mikroorganismy, jako jsou laktobacily a stafylokoky [20]. Jiné studie se zabývaly 

profilováním změn v mikrobiální populaci během fermentace a zrání výrobků. Bakterie 

rodu Lactobacillus spolu s aerobními mikroorganismy nejrychleji narůstal počet v průběhu 

výroby masných výrobků. Během tří dnů fermentace narostl počet mikroorganismů z 10
3 

KTJ/g až na 10
8
 KTJ/g, a to jak v jádru výrobku, tak i ve vnějších vrstvách výrobku. Rych-

lý nárůst v prvních dnech fermentace vykazují i mikroorganismy rodu Staphylococcus. 

V některých případech, kdy dojde k příliš rychlému okyselení hmoty výrobku z důvodů 
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rychlého nárůstu laktobacilů, tak dochází k pomalejšímu nárůstu stafylokoků. Počty lakto-

bacilů a stafylokoků jsou však důležité na konci období zrání. Kvasinkové kultury se vyu-

žívají jen u některých druhů italských fermentovaných masných výrobků typu Naples [21]. 

V těchto druzích tvoří kvasinky rodu Debaryomyces převládající mikroflóru spolu 

s laktobacily a stafylokoky. Kontaminující mikroflóra rodu Enterococcus a druhu Escheri-

chia coli byly přítomny jen v prvních dnech fermentace a jejich počty se snižují. Fermen-

tované salámy jsou obvykle prosté klostridií a koaguláza pozitivních stafylokoků. Obecně 

platí, že některé patogeny způsobující alimentární onemocnění mohou kontaminovat mas-

né výrobky před fermentací, ale na konci fermentace, nejsou již žádné životaschopné bak-

terie nebo jejich počet je pod hranicí detekce kultivací [20]. 

2.2 Mléko a mléčné výrobky 

Mléko a mléčné výrobky jsou nejvíce prostudovanou skupinou potravin. Mikrobiální roz-

manitost mléka se mění i v průběhu laktace v závislosti na potravě. Literatura uvádí, že se 

nezmění počty laktobacilů, ale počty stafylokoků při přechodu ze stájového na venkovní 

krmení. Při použití nekultivačních metod byly odhaleny mikroorganismy, které byly dříve 

spojovány jen se sýry, ale běžně se vyskytují už v mléce. Sezónní odchylky v mikroflóře 

mohou následně ovlivnit senzorické vlastnosti výrobků. Je velmi zajímavé, že mikroorga-

nismy jsou variabilní i v závislosti na nadmořské výšce, ve které se dané zvíře pohybovalo. 

Toto zjištění je důležité zejména pro výrobu sýrů s chráněným označením původu. [22] 

Největší rozmanitost mikrobiální mikroflóry je u farmářských sýrů, ve srovnání 

s průmyslově vyráběnými sýry bez ohledu na druh sýra. Nejčastěji tito výrobci pro výrobu 

sýrů využívají syrového mléka [22]. Za použití TGGE techniky byly 4 vzorky mozzarelly 

porovnávány v mikrobiální rozmanitosti. Tyto 4 vzorky byly vyráběny z různých surovin. 

První vzorek byl vyroben z pasterovaného mléka za použití komerčních mlékárenských 

kultur, druhý vzorek ze syrového buvolího mléka a přírodní syrovátkové kultury, třetí vzo-

rek ze syrového kravského mléka a přírodní termofilní kultury a poslední vzorek byl vyro-

ben pouze ze syrového kravského mléka bez přídavku startérových bakterií mléčného kva-

šení. Nejvíce rozmanitou mikroflóru obsahoval poslední výrobek, ve kterém byl detekován 

navíc od ostatních výrobků rod Enterococcus a druh Leuconostoc lactis [23]. 

Tradiční slovenský sýr brynza je vyráběn z ovčího tvarohu. Při tradiční salašové výrobě 

z nepasterovaného ovčího mléka jsou ve výrobku přítomny mikroorganismy rodu Lactoba-

cillus, Lactococcus, aerobní mezofilní bakterie, koliformní bakterie, Escherichia coli, Sta-
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phylococcus spp., koaguláza pozitivní Staphylococcus aureus, kvasinky a plísně rodu Geo-

trichum [24]. 

2.3 Víno a hroznové víno 

Réva vinná je nejčastěji napadána plísní Platospara viticala, která způsobuje padlí a plísní 

Botrytis cinerea, které způsobuje šedou hnilobu hroznů. Velké množství plísní poškozuje 

již hroznové víno, ale nemá schopnost růst ve vínech nebo negativně ovlivňovat jakost 

vína [25]. Octové bakterie jsou schopny růst ve víně a ovlivňovat jakost vína. Na povrchu 

hroznů může být velké množství bakterií, které jsou běžně přítomny v přírodě nebo souvi-

sejí s výrobou potravin. Tyto bakterie by neměly být začleněny do výroby vína, ačkoliv 

nemají vliv na kvalitu vína Některé nekulturní kvasinky rodu Pichia, Hanseniaspora, Can-

dida nebo Metschnikowia tvoří křís na hladině a zároveň je víno jakostně ovlivněno senzo-

ricky nepřijatelnými pachutěmi. Nejdůležitější kvasinka při výrobě vína je Saccharomyces 

cerevisiae, ale i jiné kvasinky se účastní kvasného procesu, jako jsou S. bayanus, S. pasto-

rianus a S. paradoxus [26]. 

2.4 Stolní olivy 

Stolní olivy jsou nejoblíbenější kvašenou zeleninou pro západní svět. Hlavní dvě metody 

pro fermentaci oliv jsou španělská metoda, pro zelené olivy a řecká metoda, pro olivy čer-

né. Důležitým faktorem pro správnou fermentaci oliv je mikrobiální společenství a jeho 

dynamika po celou dobu fermentace. Laktobacily jsou přirozenou součástí mikroflóry oliv. 

V menších množstvích jsou přítomny i bakterie rodů Lueconostoc, Streptococcus, Entero-

coccus a Pediococcus. Použitím čistých kultur urychlíme proces tvorby kyseliny mléčné a 

tím dojde i k rychlejšímu poklesu pH. Poklesem pH lze zabránit růstu patogenních mikro-

organismů jako je Escherichia coli O157:H7 [27]. 

2.5 Jedlý hmyz 

Všeobecně se nejčastěji zkoumá hmyz jako vektor přenosu patogenních mikroorganismů. 

Stanovení celkového počtu mikroorganismů na 4 druzích jedlého hmyzu prokázalo počty 

10
5
 až 10

6 
KTJ/g. Jedná se o vzorky Zophobas morio, Tenebrio molitor, Galleria mellonel-

la a Acheta domesticus. Tyto vzorky byly získány z farmy na hmyz. Mikrobiální mik-

roflóra se skládala převážně z G
+
 bakterií, fekálních a celkových koliformních bakterií. G

+
 

populace bakterií byla tvořena Micrococcus spp., Lactobacillus spp. a Staphylococcus spp. 
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Z těchto 4 testovaných vzorků nebyla izolována Salmonella spp. ani Listeria monocytoge-

nes [28]. 

Velmi důležitý proces je skladování jedlého hmyzu. Pro stanovení vlivu kulinářské úpravy 

s následným uchováním výrobku při 5 až 7 °C byly použity vzorky Tenebrio molitor a 

Acheta domesticus. Vzorky byly analyzovány čerstvé, vařené, pečené, čerstvé chlazené a 

uvařené chlazené. Z čerstvých vzorků byly izolovány zástupci z čeledi Enterobacteriaceae 

a sporotvorné bakterie. Izolované bakterie nepatřily k patogenním druhům. Ve vzorcích, 

které byly povařeny po dobu 5 minut, byly inhibovány zástupci čeledi Enterobacteriaceae, 

ale bakteriální spory tento záhřev neusmrtil. Kvůli přítomnosti sporotvorných bakterií je 

nutno uchovávat jedlý hmyz při 5 až 7 °C, nízké teploty zabránily kažení vařeného hmyzu 

až po dobu 2 týdnů. Samotné pražení nemá dostatečný velký vliv na přítomné bakterie, a 

proto je vhodné před samotné pražení začleňovat krátké povaření. Když se shrnou po-

znatky, které jsou o hygienickém zacházení s jedlým hmyzem, tak správným skladováním 

by se mělo zabránit potenciálnímu zdravotnímu riziku z konzumace [29] 

2.6 Jedlé květy 

Většina mikroorganismů, které jsou součástí mikrobiálního společenstva jedlých květů, 

ovoce a zeleniny, jsou z půdní mikroflóry. Půdní mikroflóra je velmi rozmanitá a obsahuje 

velké množství různorodých společenství. Na povrch jedlých květů se dostanou působením 

přenosu půdních částic větrem, zavlažováním a hmyzem. Jen málo studií se zabývá mik-

roflórou na povrchu jedlých květů. Dosavadní výsledky naznačují, že součástí mikroflóry 

jsou velmi malé počty mikroorganismů přibližně 10
4
, kvůli antimikrobiálním účinkům 

látek obsažených v květech. Tyto mikroorganismy jsou vázány na nektar jedlých květů 

nejčastějším zástupcem je Staphylococcus spp., aktinomyceta Ipomoea digitata, kvasinky a 

plísně [30]. 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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3 CÍLE PRÁCE 

Cílem této práce bylo izolovat DNA ze 4 vzorků jedlého hmyzu a jednoho jedlého květu. 

Získanou DNA podrobit analýze ARDRA a TGGE pro studium diverzity mikroflóry těchto 

netradičních potravin. 
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4 MATERIÁL  

4.1 Charakteristika vzorků 

Vzorky jedlého hmyzu (Tab. 1) byly vytřepány do fyziologického roztoku po dobu 15 mi-

nut. 

Tab. 1. Vzorky jedlého hmyzu použité pro molekulární stanovení. 

vzorek č. vzorek stádium vývoje zamraženo 

1 Gryllus assimilis nymfa 13.9.2012 

2 Bombyx mori housenka 20.6.2012 

3 Bombyx mori kukla 20.6.2012 

4 Galleria mellomella housenka 20.6.2012 

Kmen Escherichia coli 17 byl získán ze sbírky Ústavu potravinářského inženýrství, Fakul-

ty technologické, Univerzity Tomáše Bati v Zlíně. Před odebráním vzorku pro izolaci 

DNA byla E. coli uchovávána na živné půdě MPA. 

Vzorek jedlého květu byl odebrán z hotového jídla firmy Harmony Servis, Mikulčice, Čes-

ká republika dne 24. 8. 2012. 

4.2 Přístroje a pomůcky 

 Centrifuga Hermle Z100M Hermle (Labortechnik, Německo) 

 Termoblok BIO TDB-100 Dry block thermostat- (Biosan Ltd., Litva) 

 PCR box Bioair instruments, aura PCR (BioAir Itálie) 

 Thermo cykler Peltier Therma celer (Bio-Rad, USA) 

 Thermo cykler piko thermal celer (Finnzymes instruments, Finsko) 

 TGGE elektroforéza TGGE Maxi Systém (Biometra, Německo) 

 UV-transluminátor UC-4100- (UltraLum Inc., USA) 

 Mikropipety (Eppendorf, USA) 

 Běžné laboratorní sklo a další spotřební materiál 

4.3 Chemikálie 

Seznam použitých primerů je uveden v tabulce (Tab. 2). 
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Tab. 2. Přehled použitých primerů. 

primer 5´-3´sekvence předpokládaná 

délka produktu 

fD1 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG ~1500 bp 

rD1 AAG CAG GTG ATC CAG CC 

341f CCT ACG GGA GGC AGC AG 566 bp 

907r CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT 

FA GAG CAG CCG CGC TAA TAC ~400 bp 

RA CCG TCA ATT CCT TTG AGT TT 

GC341f CCT ACG GGA GGC AGC AG 177 bp 

518r ATT ACC GCG GCT GCT GG 

Použité restrikční enzymy (Fermentas LIFE SCIENCE, USA) a jejich rozpoznávací sek-

vence jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3). 

Tab. 3. Přehled použitých restrikčních enzymů. 

enzym rozpoznávaná 5´-3´sekvence 

Hae III GG↓CC 

EcoR I G↓AATTC 

Hind III A↓AGCTT 

Xho I C↓TCGAG 

Hinf I GA↓NTC* 

* N vyjadřuje jakýkoli nukleotid 

 DNAzol Genomic DNA Isolation Reagent, (GIBCO BRL, USA) 

 Agaróza Cambrex Bio Science (Rockland, Inc., USA) 

 Voda pro molekulární biologii Nuklease free water (Promega, USA) 

 PCR pufr 10x ThermoPol Reaction Buffer, (BioLabs Inc., New England) 

 Go Taq Hot Start Master Mix (Promega, USA) 

 Go Taq Hot Start Green Master Mix (Promega, USA) 
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 50x TAE pufr Tris-Acetate EDTA (SERVA Electrophoresis GmbH, Německo) 

 8 nethoxy psoralen (Fluka Biochemika, USA) 

 dNTP mix premix 12,5 mM dATP, dCTP, dGTP a dTTP (Jena Bioscience GmbH, 

Německo) 

 Etidiumbromid (SERVA Electrophoresis GmbH, Německo) 

 Gel Red Nucleic Acid 10 000x in DSMO (Biotium, USA) 

 2x FastStart Mastermix PCR (Roche Diagnostics, Německo) 

 6x nanášecí pufr (Top Bio, Česká republika) 

 DNA marker 100 bp (BioLabs Inc., New England) 

 DNA marker 1,0 kbp (BioLabs Inc., New England) 

 Akryl amid (Sigma-aldrich, USA) 

 Močovina (Promega, USA) 

 Formamid (Sigma-Aldrich, USA) 

 Glycerol (Sigma-Aldrich, USA) 

 APS 10% persíran amonný (Sigma-Aldrich, USA) 

 TEMED N,N,N´,N´-tetrametylelendiaminu (Sigma-Aldrich, USA)  

 0,1 % Tween 20 thermal coupling roztok, (ROCHE Diagnostics, Německo) 
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5 METODY 

5.1 Izolace DNA 

DNA byla izolována ze vzorků a z bakterie Escherichia. coli pomocí komerčního výrobku 

DNAzol. Mikrobiální suspenze byla centrifugována (Labortechnik) a promývána PCR 

pufrem. Po promytí byl přidán 0,1 ml DNAzolu, ve kterém byl pelet resuspendován a ob-

sah byl promíchán převracením. Po dobu 10 minut se nechal působit DNAzol na buňky při 

laboratorní teplotě. Potom byla provedena centrifugace při 10 000 g/10 min. K supernatan-

tu bylo přidáno 0,5 ml 96% ethanolu a obsah byl promíchán převracením. Směs reagovala 

po dobu 3 minut při laboratorní teplotě a poté byla centrifugována při 5 000 g/5 min. Su-

pernatant byl odstraněn a směs byla resuspendována v 1 ml 75% ethanolu. Poté byla pro-

vedena centrifugace při 1 000 g/2 minut. Promytí bylo provedeno 2x. Na závěr byla izolo-

vaná DNA rozpuštěna ve 200 μl sterilní vody prosté DNA a vzorky byly zamraženy [31]. 

5.2 PCR  

PCR amplifikace byla provedena v termocykleru v celkovém objemu 50 μl za použití pri-

merů FA a RA. Složení reakčního mixu je uvedeno v tabulce (Tab. 4.). Výsledný PCR 

produkt o délce 400 bp byl následně použit pro restrikční štěpení. 

Tab. 4. Složení směsi pro PCR. 

složení směsi 50 μl 

10x PCR pufr 5 μl 

dNTP mix 1 μl 

primer FA 1 μl 

primer RA 1 μl 

Taq DNA-polymeráza 0,3 μl 

sterilní vody prosté DNA 47,3 μl 

templát DNA 1 μl 

 

Amplifikační profil (Tab. 5.) byl určen podle optimálních podmínek pro použité primery. 
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Tab. 5. Průběh PCR a počet cyklů. 

počáteční denaturace 94 °C 7 min  

denaturace 94 °C 1 min 34 cyklů 

annealing 55 °C 1,5 min 

extenze 72°C 1 min 

závěrečná extenze 72°C 10 min  

5.3 Agarózová gelová elektroforéza 

PCR produkty byly detekovány pomocí agarózové elektroforézy. Gelová elektroforéza 

probíhala v prostředí 1x TAE. Agarózový gel byl připraven s ethidiumbromidem 

v konečné koncentraci 0,5 μg/ml gelu. Na gel bylo nanášeno 12 μl směsi, složené z 1 μl 

amplifikovaného PCR produktu, 9 μl destilované vody a 2 μl 6x nanášecího pufru. Pro 

posouzení velikostí jednotlivých amplikonů byl použit 1 kb a 100 bp DNA marker. Elek-

troforetická separace probíhala po dobu 35 minut, při zvoleném napětí 90 V. DNA byla 

vizualizována pomocí UV transiluminátoru . 

5.4 ARDRA 

K 10 μl amplifikovanému PCR produktů o délce 400 bp (primery FA a RA) byly přidány 

3 μl pufru pro restrikční štěpení, 16 μl sterilní vody prosté DNA a 1 μl restrikčního enzy-

mu. Směs byla důkladně promíchána špičkou a krátce (10 s) stočena v centrifuze Hermle. 

Směs se nechala reagovat při 37 °C 30 minut. Poté byla směs zahřáta na 80 °C/5 min 

v termobloku. Produkty restrikčního štěpení byly naneseny na 1,8 % agarózový gel, na gel 

bylo naneseno 30 μl produktu a 15 μl 1 100 bp DNA markeru. Na gel bylo působeno 50 

minut napětím 120 V. Poté byl gel vyhodnocen v UV-transluminátoru [32]. 

5.5 TGGE 

5.5.1 Nested PCR 

Amplifikace metodou nested PCR byla využita pro úpravu vzorků DNA před TGGE ana-

lýzou. V 1. stupni PCR reakce byl celkový objem reakční směsi 20 μl. Do směsi byly pou-

žity primery fD1 a rD1. Při dalším pokusu byly použity primery 341f a 907r. 
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Tab. 6. Složení směsi pro 1. stupeň nested 

PCR. 

složení směsi 20 μl 

Mastermix (ROCHE) 10 μl 

MgCl2 0,25 μl 

primer rD1 1 μl 

primer fD1 1 μl 

sterilní voda 6,75 μl 

templát DNA 1 μl 

1. stupeň Nested PCR byl proveden v termo cykleru (Finnzymes instruments). Amplifi-

kační profil termo cykleru je uveden v tabulce (Tab. 7.). Amplifikační profil byl totožný 

pro dvojice primerů fD1 a rD1 i pro primery 341f a 907r. 

Tab. 7. Průběh 1. stupně Nested PCR a počet cyklů. 

počáteční 

denaturace 

95 °C 5 min  

denaturace 95 °C 1 min 9 cyklů 

annealing 57 °C každý cyklus se tep-

lota snižovala o 0,5 °C 

1 min 

extenze 72 °C 1 min 

denaturace 95 °C 1 min 24 cyklů 

annealing 52 °C 1 min 

extenze 72 °C 1 min 

závěrečná 

extenze 

72°C 10 min  

Pro amplifikaci 2. stupně byl použit produkt PCR z 1. stupně. Celkový objem reakční smě-

si byl 30 μl a pro zabránění polymerace kontaminace byl použit psoralen, který byl apliko-
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ván do každé směsi před přídavkem DNA matrice z 1. stupně. Směs byla následně vysví-

cena v UV transiluminátoru po dobu 5 minut. Složky směsi jsou uvedeny v tabulce (Tab. 

8.). 

Tab. 8. Složení směsi pro 2. stupeň nested PCR. 

Složení směsi 30 μl 

Mastermix (Promega) 15 μl 

Psoralen 0,3 μl 

Primer GC 341f 1,2 μl 

Primer 518r 1,2 μl 

sterilní vody prosté DNA 11,1 μl 

templát DNA 1,2 μl 

2. stupeň nested PCR byl proveden v termo cykleru (Finnzymes instruments). Amplifikač-

ní profil termo cykleru je uveden v tabulce (Tab. 9.). 

Tab. 9. Průběh 2. stupně nested PCR a počet cyklů. 

počáteční 

denaturace 

95 °C 5 min  

denaturace 95 °C 0,5 min 9 cyklů 

annealing 62 °C každý cyklus se tep-

lota snižovala o 0,5 °C 

0,5 min 

extenze 72 °C 0,5 min 

denaturace 95 °C 0,5 min 24 cyklů 

annealing 56 °C 0,5 min 

extenze 72 °C 1 min 

závěrečná 

extenze 

72°C 10 min  
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5.5.2 Příprava aparatury pro TGGE 

Příprava gelu byla velmi náročná, kvůli správnému složení skleněné aparatury pro polyme-

raci gelů. Během přípravy gelu bylo nutné mít ochranné pomůcky (rukavice, ochranné brý-

le), protože bylo manipulováno s karcinogenními a toxickými látkami [33]. 

Aparatura se skládá ze dvou skleněných desek, které musí být důkladně omyty a osušeny. 

Vnitřní deska bez spaceru byla navlhčena několika ml destilované vody a na ni byla při-

tisknuta polybond fólie, která byla na horní straně opatřena páskou. Na vnitřní desku se 

spacerem bylo důkladně přiloženo těsnění, aby nedošlo k vytečení gelu. Obě skleněné des-

ky byly k sobě přichyceny kovovými sponami [33]. 

5.5.3 Příprava gelu pro TGGE 

Do 100 ml kádinky s míchadlem bylo naváženo 24 g močoviny, napipetováno 10 ml akry-

lamidu, 10 ml formamidu, 2 ml 2x TAE, 2,5 ml glycerolu a 5 ml vody pro molekulární 

biologii. Směs byla zahřívána při 50 °C a míchána po dobu 30 minut do úplného rozpuštění 

močoviny. Po rozpuštění močoviny se směs zchladí mícháním na pokojovou teplotu a při-

dají se polymerační činidla: 50 μl persíranu amonného (APS 10%) a 110 μl N,N,N,N,-

tetramethylendiaminu (TEMED). Po přidání polymeračních činidel byla směs rychle a 

dokonale promíchána. Injekční stříkačkou byla směs dávkována do připravené skleněné 

aparatury. Dávkování bylo nutno provést rychle a precizně z důvodů rychlé polymerace 

směsi. K polymeraci gelu dochází při 30 °C v termostatu po dobu 3 hodin. Po uplynutí 

polymerační doby byly z aparatury odstraněny spony a gel byl vyjmut, aby nedošlo k jeho 

poškození [33]. 

5.5.4 TGGE 

Elektroforéza probíhala v TGGE Maxi Systém, kde je vedení elektrického proudu zpro-

středkováváno pomocí dvou speciálních žínek namočených jedním koncem do pufru 2x 

TAE a druhým koncem jsou položeny na gel [33]. 

Povrch termobloku byl navlhčen 0,1 % Tween 20 a do zásobníků na pufr byl nalit 2x TAE. 

Gel byl po polymeraci opatrně vyjmut ze skleněné aparatury a byl položen na termoblok, 

ke kterému byl následně upevněn lepicí páskou. Speciální žínky, které byly povařeny 

v destilované vodě, byly namočeny do zásobníků pufru. Na gel byl přiložen aplikátor a 

krycí fólie tak, aby jedna strana krycí fólie končila těšně pod aplikátorem a druhý konec 

přibližně 2 cm od konce gelu. Do aplikátoru bylo naneseno 10 μl vzorku DNA z 2. stupně 
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PCR a do první a poslední jamky bylo aplikováno 10 μl 100bp DNA standardu. Na obě 

strany gelu byly přiloženy žínky tak, aby se dotýkaly jak gelu, tak i pufru. Nakonec byl 

termoblok přikryt víkem a celá aparatura byla přikryta víkem s elektrodami. Program elek-

trolýzy byl nastaven na 18 hodin, při napětí 130 V a proudu 36 mA. Počáteční teplota na 

termobloku byla 38 °C a koncová teplota 58 °C [33]. 

Gel byl po uplynutí elektroforézy vyjmut z TGGE aparatury a vložen do plastové vany. Do 

plastové vany bylo nalito 500 ml elektroforetického pufru a 50 μl barviva. Gel s fragmenty 

byl vložen do roztoku pufru s barvivem GelRed Nucleic acid 10 000x in DMSO. Plastová 

vana s gelem byla překryta hliníkovou fólií a položena na třepačku, u které byla stanovena 

frekvence 450 otáček za minutu. Gel byl třepán 3 hodiny. Po uplynutí doby byl gel vyjmut, 

osušen a vložen do UV transiluminátoru [33]. 
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 

V této práci byly studovány čtyři vzorky jedlého hmyzu a jeden vzorek jedlého květu. Nej-

důležitějším krokem před procesem PCR je provedení izolace mikrobiální DNA. Ze všech 

vzorků a ze sbírkového kmene E. coli byla izolována DNA. Tato DNA byla dále analyzo-

vána metodou ARDRA a TGGE. 

6.1 Izolace DNA 

Izolace DNA byla provedena za použití komerční soupravy DNAzol. Po izolaci DNA byla 

provedena elektroforéza na 1% agarózovém gelu (Obr. 1). Výtěžek DNA byl velmi nízký u 

všech vzorků netradičních potravin, zřejmě z toho důvodu, že se jednalo o oplachy a mik-

roorganismů na povrchu vzorků nebylo mnoho. 

 

Obr. 1. Agarózová gelová elektroforéza DNA 

izolované ze vzorků. 1. Gryllus assimilis, 2. 

Bombyx mori (housenka), 3. Bombyx mory 

(kukla), 4. Galleria mellonella, 5. Escheri-

chia coli, 6. jedlý květ, M 1 kb marker. 

Pro izolaci DNA je možné použít mnoho metod. Důležitý parametr pro určení vhodnosti 

metody je, aby bylo DNA získáno co největší množství a v dostatečné čistotě. Použitím 

metody extrahování mikrobiální DNA pomocí DNAzolu získáme DNA jak čistou, tak i 

v dostatečném množství pro další molekulární stanovení. DNA extrahovaná ze vzorků jed-
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lého hmyzu nebyla detekovatelná, protože na vzorcích bylo přítomno velmi malé množství 

mikroorganismů. Na druhou stranu DNA izolovaná z bakterie Escherichia coli, jejíž buňky 

byly odebrány přímo ze živného média, byla dobře na agarózovém gelu detekovatelná 

(Obr. 1). 

6.2 ARDRA 

Dalším cílem byla restrikční analýza amplifikované DNA. Amplifikace byla provedena 

metodou PCR s použitím primerů FA a RA, které nasedají na oblast genu pro 16S rRNA. 

Výsledné PCR produkty měly délku 400 bp. Pro následné restrikční štěpení byly použity 

restriktázy Hae III, EcoR I, Hind III, Xho I, Hinf I a každý vzorek byl ještě štěpen kombi-

nací restriktáz Hae III a Hinf I. 

Na obrázku gelu po elektroforéze (Obr. 2) jsou zachyceny produkty restrikčního štěpení 

PCR produktů z izolátů vzorků jedlého hmyzu. Byly použity restriktázy Hae III, EcoR I a 

Hind III. Pro zjištění délky restrikčních fragmentů byl použit 100 bp DNA marker. 

 

Obr. 2. ARDRA. 1. Gryllus assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3. 

Bombyx mori (kukla), 4. Galleria mellonella, A. Hae III, B. EcoR I, C. 

Hind III, M 100 bp DNA marker. 

Na dalším obrázku gelu (Obr. 3) jsou zachyceny produkty restrikčního štěpení PCR pro-

duktu z izolátu jedlého hmyzu. Byly použity restriktázy Xho I, Hinf I a kombinace Hae III 

+ Hinf I. Pro zjištění délky restrikčních fragmentů byl použit 100 bp DNA marker. 
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Obr. 3. ARDRA. 1. Gryllus assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3. Bom-

byx mori (kukla), 4. Galleria mellonella, D. Xho I, E. Hinf I, A+E. Hae III 

+ Hinf I., M. 100 bp DNA marker. 

Další obrázek elektroforetického gelu (Obr. 4) zobrazuje štěpení PCR produktu 

z Escherichia coli a jedlého květu. Byly použity restriktázy Hae III, EcoR I a Hind III, Xho 

I, Hinf I a kombinace Hae III + Hinf I. Pro zjištění délky restrikčních fragmentů byl použit 

100 bp DNA marker. 

 

Obr. 4. Použití restrikčních enzymů na amplifikovanou DNA. 5. Escheri-

chia coli, 6. jedlý květ, A. Hae III, B. EcoR I, C. Hind III, D. Xho I, E. 

Hinf I, A+E. Hae III + Hinf I., M. 100 bp DNA marker. 

Byly porovnávány délky fragmentů, které byly získány použitím jednotlivých enzymů. 

Dále bylo porovnáváno množství PCR produktu o délce 400 bp ze vzorků hmyzu, Escheri-

chia coli a jedlého květu, které zůstalo po restrikčním štěpení. 
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6.2.1 Hae III 

Ve všech vzorcích byla přítomna sekvence GGCC . Ve vzorku Gryllus assimilis (Obr. 2) 

vznikly celkem čtyři různě dlouhé úseky, ve vzdálenosti přibližně 180 bp, 190 bp, 230 bp a 

340 bp. Ve vzorku Bombyx mori (housenka) (Obr. 2) vznikly dva úseky o přibližné délce 

přibližně 180 bp a 230 bp. Ze vzorku Bombyx mori (kukla) (Obr. 2) vznikly také dva úse-

ky, přibližně o délce 180 bp a 230 bp. U vzorku Galleria mellonella (Obr. 2) vznikly čtyři 

úseky, přibližně o velikosti 100 bp, 180 bp 230 bp a 380 bp. Vzorek Escherichia coli (Obr. 

4) byl plně rozštěpen na přibližně 180 bp dlouhý úsek. Vzorek jedlého květu (Obr. 4) byl 

štěpen na tři úseky dlouhé přibližně 180 bp, 230 bp a 300 bp. Většina vzorku jedlého květu 

byla rozštěpena, při vizuálním porovnání jasu bandu u stejného vzorku pro Hae III a EcoR 

I. Kromě vzorku Escherichia coli, který byl plně rozštěpen, zůstalo vždy velké množství 

nerozštěpené DNA. 

6.2.2 EcoR I 

Všechny vzorky byly štěpeny na úseky o přibližné délce 180 bp a 260 bp. Vzorek Escheri-

chia coli byl opět plně rozštěpen (Obr. 4). U vzorků Gryllus assimilis, Bombyx mori (hou-

senka), Bombyx mori (kukla) a Galleria mellonella (Obr. 2) bylo rozštěpeno více DNA než 

u Hae III, ale u vzorku jedlého květu (Obr. 4) nebylo restrikční štěpení tak účinné, jako u 

ostatních vzorků. Většina mikroorganismů, které byly přítomny na vzorcích a Escherichia 

coli, mají přítomnu sekvenci CTCGAG ve stejné pozici v genu pro 16S rRNA. 

6.2.3 Hind III 

U vzorků Gryllus assimilis, Bombyx mori (housenka), Bombyx mori (kukla) a Galleria 

mellonella vznikalo po štěpení Hind III (Obr. 2) velmi malé množství produktů o přibližné 

délce 170 bp a 280 bp. Vzorek Escherichia coli a jedlého květu (Obr. 4) nebyl štěpen vů-

bec. Jen velmi málo mikroorganismů, přítomno na povrchu vzorků, má ve zkouma-

ném úseku DNA sekvenci AAGCTT.  

6.2.4 Xho I 

Vzorky Gryllus assimilis, Bombyx mori (housenka), Bombyx mori (kukla), Galleria mello-

nella (Obr. 3) a jedlého květu (Obr. 4) nebyly štěpeny. Vzorek Escherichia coli (Obr. 4) 

byl úplně rozštěpen na úseky o přibližné délce 160 bp a 300 bp. Na žádném vzorku jedlého 

hmyzu a na vzorku jedlého květu nebyl mikroorganismus, který by na úseku DNA měl 

sekvenci CTCGAG. 
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6.2.5 Hinf I 

Ve všech vzorcích bylo přítomno, alespoň minimálního množství DNA s úsekem GANTC 

(N – jakýkoliv nukleotid). Ze vzorku Gryllus assimilis (Obr. 3) vznikly tři úseky o přibliž-

né délce 180 bp, 270 bp a 310 bp. U vzorku Bombyx mori (housenka) (Obr. 3)vzniklo vel-

mi malé množství dvou úseků 180 bp a 270 bp. Ze vzorku Bombyx mori (kukla) (Obr. 3) 

vznikly tři úseky úseky, také o přibližné délce 180 bp, 270 bp a 310 bp jako u vzorku Gryl-

lus assimilis. U vzorku Galleria mellonella (Obr. 3) vznikly čtyři úseky o přibližné délce 

180 bp, 270 bp, 310 bp a 350 bp. Vzorek Escherichia coli (Obr. 4) byl plně rozštěpen na 

úseky o přibližné délce 180 bp a 270 bp. Vzorek jedlého (Obr. 4) květu byl skoro úplně 

rozštěpen na dva úseky o přibližné délce 180 bp a 300 bp. U vzorku jedlého květu byla 

přítomna u většiny mikroorganismů sekvence, rozpoznávaná restrikčním enzymem Hinf I. 

6.2.6 Hae III + Hinf I 

Jako kombinace restrikčních enzymů byla použita kombinace Hae III a Hinf I. Byly štěpe-

ny úseky se sekvencí GGCC a GANTC. Ve vzorcích Gryllus assimilis, Bombyx mori (hou-

senka), Bombyx mori (kukla) a Galleria mellonella (Obr. 3) vzniklo šest úseků o přibližné 

délce 90 bp, 180 bp, 200 bp, 220 bp, 270 bp a 310 bp. U vzorku Escherichia coli (Obr. 4) 

vznikly dva úseky, úplným rozštěpením DNA matrice, o přibližné délce 180 bp a 220 bp. 

Ze vzorku jedlého květu (Obr. 4) vzniklo pět úseků o přibližné délce 160 bp, 180 bp, 270 

bp,330 bp a 380 bp. 

Pokud se vzorky porovnávají mezi sebou, nejsou nalezeny výraznější rozdíly. Větší rozdíl 

je u Escherichia coli, protože se jedná o jeden kmen. Rozdíl je v množství rozštěpené 

DNA u vzorků jedlého hmyzu a vzorku jedlého květu. Malé rozdíly byly především v 

množství rozštěpené DNA matrice. 

Pro lepší porovnání rozdílů délky fragmentů DNA, by bylo vhodnější použít gel s větším 

množstvím agarózy. Při použití 1,8% agarózového gelu nedojde k dokonalému rozdělení a 

bandy jsou příliš u sebe. Pro určení mikrobiální diverzity by bylo vhodné porovnat tyto 

lépe rozdělené fragmenty s databází [17]. 

6.3 TGGE 

Pro analýzu mikrobiálního společenstva testovaných vzorků byla jako další metoda zvole-

na metoda TGGE. DNA izolovaná ze vzorků byla nejprve amplifikována metodou nested 

PCR. Pro kontrolu čistoty práce byla přidána negativní kontrola, která neobsahovala DNA 
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matrici. Nejdříve byly pro 1. stupeň nested PCR používány primery fD1 a rD1. Po prove-

dení PCR byl vzorek nanesen na 1% agarózový gel s ethidium bormidem v 1x TAE pufru 

(Obr. 5). 

Kvůli velmi nízkému výtěžku PCR produktu byly v dalším opakování použity jiné prime-

ry, a to 341f a 907r a celá metoda byla opakována (Obr. 6). 

 

Obr. 5. 1. stupeň nested PCR s primery fD1 a rD1. M. 1. 

Gryllus assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3. Bombyx 

mori (kukla), 4. Galleria mellonella, 5. Escherichia coli, 6. 

jedlý květ, K. negativní kontrola, 1,0 kbp DNA marker. 

 

Obr. 6. 1. stupeň nested PCR s primery 341f a 907r. 1. Gryllus 

assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3. Bombyx mori (kukla), 

4. Galleria mellonella, 5. Escherichia coli, 6. jedlý květ, K. ne-

gativní kontrola, M. 1,0 kbp DNA marker. 
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Pro 2. stupeň nested PCR byly použity primery GC341f a 518r a psoralen. Psoralen byl 

přidáván pro eliminování kontaminace. Po provedení PCR reakce byly produkty PCR na-

neseny na 1% agarózový gel s ethidium bromidem v 1x TAE pufru (Obr. 7). 

 

Obr. 7. 2. stupeň nested PCR. M. 1. Gryllus assimilis, 2. 

Bombyx mori (housenka), 3. Bombyx mori (kukla), 4. Galle-

ria mellonella, 5. Escherichia coli, 6. jedlý květ, K. negativní 

kontrola, 1,0 kbp DNA marker. 

Při 1. stupni nested PCR byly pozměněny primery, z důvodu malého počtu detekovatel-

ných vzorků. Detekovatelné byly vzorky Escherichia coli a jedlého květu. Po změně pri-

merů z fD1 a rD1 na 341f a 907r byla pozorována pozitivní změna ve zvětšení množství 

PCR produktů. Pro 2. stupeň nested PCR byly použity produkty primerů 341f a 907r. 

Do 2. stupně nested PCR byl do reakční směsi přidáván psoralen, aby reagoval s případnou 

kontaminací. Negativní kontrola i po přídavku psoralenu byla pozitivní, pozitivita byla 

vyvrácena po provedení TGGE, kde nebyl přítomen žádný band. 

Několik prvních provedení vlastní TGGE se nezdařilo. DNA byla denaturována hned na 

začátku gelu. V dalším provedení TGGE (Obr. 8) byly vyměněny všechny používané che-

mikálie: akrylamid, močovina, glycerol, TEMED, sterilní voda, formamid. TGGE bylo 

provedeno znovu za stejných podmínek jako u předchozího provedení. 
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Obr. 8. TGGE analýza vzorků. 1. Gryllus 

assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3. 

Bombyx mori (kukla), 4. Galleria mellonel-

la, 5. Escherichia coli, 6. jedlý květ, K. ne-

gativní kontrola, M. 100 bp DNA standard 

TGGE metodou bylo zjištěno, že každý vzorek obsahuje minimálně jeden mikroorganis-

mus. Jako orientační body byl zvolen standard Escherichia coli. Díky znalosti DNA sek-

vence, která obsahuje přibližně 50 % GC, bylo možno určit, které bandy zastupují mikro-

organismy s větším % GC a které mají více % AT párů [34]. 

Ve vzorku Gryllus assimilis bylo přítomno asi 14 kmenů, 6 kmenů obsahuje méně než 50 

% GC, 2 kmeny obsahující přibližně 50 % GC, Escherichia coli a 5 kmenů obsahující více 

než 50 % GC. 
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Ve vzorku Bombyx mori (housenka) byly přítomny asi 3 kmeny, 1 kmen s méně než 75 % 

GC, Escherichia coli a 1 kmen obsahující více než 50 % GC. 

Ve vzorku Bombyx mori (kukla) bylo přítomno asi 8 kmenů, 3 kmeny s méně než 50 % 

GC, 1 kmen s 50 % GC, Escherichia coli a 3 kmeny s více než 50 % GC. 

Ve vzorku Galleria mellonella bylo přítomno asi 18 kmenů, 7 kmenů s méně než 50 % 

GC, 2 kmeny přibližně 50 % GC, Escherichia coli, a 8 kmenů obsahující více než 50 % 

GC. 

Ve vzorku jedlého květu bylo přítomno 10 kmenů, 4 kmeny s méně než 50 % GC, 3 kme-

ny s přibližně 50 % GC, Escherichia coli a 2 kmeny s více než 50 % GC. 

Nejvíce podobné mikroflóra byla u vzorků Gryllus assimilis, Bombyx mori (kukla) a Gal-

leria mellonella, které mají nejvíce shodných bandů a zároveň byly nejvíce kmenově boha-

té. Na vzorku Bombyx mori (housenka) byl stanoven nejmenší počet kmenů. 

Při porovnání mikrobiální diverzity tradičních potravin s diverzitou jedlého hmyzu a jedlé-

ho květu bylo zjištěno, že v tradičních potravinách je přítomna mnohem větší rozmanitost 

mikroorganismů. Ve fermentovaných potravinách, kde se využívá čistých kultur, jsou tyto 

kultury často složeny z různých kmenů a poddruhů. Diverzita těchto výrobků je proto úzce 

specifická a není tak variabilní, jako u vzorků jedlého hmyzu a jedlého květu [21]. 
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ZÁVĚR 

Bakalářská práce se zabývá studiem mikrobiální diverzity v netradičních potravinách, jako 

je jedlý hmyz a jedlý květ. Znalostí mikroflóry potravin je získán přehled o možných tech-

nologických komplikacích při zpracování potravin. Pro stanovení diverzity jsou použity 

metody ARDRA a TGGE. 

Na základě údajů uvedených v bakalářské práci, lze vyvodit následující závěry: 

 Pro detekci mikroorganismů je není nutné kultivovat a lze detekovat i mikroorga-

nismy, které jsou za běžných laboratorních podmínek nekultivovatelné. 

 Kultivačními metodami zachytíme životaschopné a kultivovatelné mikroorga-

nismy. 

 Molekulárními technikami můžeme stanovit i již usmrcené mikroorganismy. 

 Metodami fingerprintu nedokážeme rozlišit životaschopné a mrtvé buňky v potra-

vinách. 

 Metody fingerprintu jsou mnohem citlivější, ale zároveň náročnost na vybavení la-

boratoře a manuální zručnost je mnohem větší než u kultivačních metod. 

 Pro identifikaci kmenů z TGGE metody je nutné využít sekvence, porovnání se 

standardy nebo použití hybridizace s fluorescenční sondou. 

 Ve vzorcích jedlého hmyzu byla prokázána velká mikrobiální rozmanitost, zatímco 

jedlý květ měl mikroflóru znatelně chudší. 

 Přesné zastoupení mikroorganismů ve vzorcích by bylo získáno až po sekvenaci 

jednotlivých úseků DNA. 
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

CPM  celkový počet mikroorganismů 

MPN  metoda pravděpodobného počtu 

TGGE  gelová elektroforéza v teplotním gradientu 

DGGE  denaturační gradientová gelová elektroforéza 

PCR  polymerázová řetězová reakce 

T-RFLP  polymorfismus terminálních restrikčních fragmentů 

rDNA  ribozomální DNA 

RFLP  polymorfismus délky restrikčních fragmentů 

ARDRA  restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA 

qPCR  kvantitativní real-time PCR  

bp  párů nukleotidů (base pair) 
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