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ABSTRAKT

V piirod¢ vytvari mikroorganizmy mikrobialni spoleCenstva, jejichz diverzita je typicka
druhovou bohatosti a relativnim zastoupenim druhti. Cilem bakalaiské prace bylo popsat
metody, které lze pouzit ke studiu mikrobidlni diverzity potravin. V soucasnosti se stale
vice vyuzivaji metody bez potieby kultivace. Mikrobialni diverzita potravin rostlinného a
zivocisného puvodu se zasadné odliSuje. V praktické ¢asti byla zkoumana mikrofléra jed-
1ého hmyzu a jedlého kvétu. Pro stanoveni mikrobidlni diverzity byly pouzity molekularni
metody ARDRA a TGGE. Ve vzorcich jedlého hmyzu byla prokadzéana velkd mikrobidlni

rozmanitost, zatimco jedly kvét mél mikrofloru znatelné chudsi.

Klicova slova: ARDRA, TGGE, jedly hmyz, jedly kvét, mikrobialni 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.

Keywords: ARDRA, TGGE, edible insect, edible flowers, microbial diversity
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UvVOD

Vyznam sledovani mikrobialni biodiverzity spo¢iva v tom, Ze mnoho mikroorganismii,
které jsou pfitomny v potravinach, ovliviiuji vysledny charakter dané potraviny. Vliv
na potravinu muze byt pozitivni jako je zlepSeni senzorickych vlastnosti potraviny nebo
zlepseni stravitelnosti. Negativné ovlivnéné potraviny jsou potraviny znehodnocené hnilo-
bou nebo pritomnosti mikrobialni vady. V ramci zlepSeni kvality a bezpec¢nosti potravin,
bude kladen stale vétsi diiraz na mikrobidlni diverzitu pfitomnou v potravinach. Pfesné a

rychlé metody jsou proto nezbytné.

Stanoveni mikrobialni diverzity mize byt provedena pouzitim tradi¢nich kultiva¢nich me-
tod. Kultivacni metody jsou ¢asové zdlouhavé, pracné a jejich provedeni vyzaduje mnoho
¢asu. Pouzitim kultiva¢né nezavislych metod pro stanoveni mikrobidlni diverzity vyrazné
zkratime dobu potiebnou pro stanoveni z nékolika dnii na nékolik hodin. Kromé rychlosti
je pouzitim nekultivacnich metod také velmi zvySena citlivost a specifita. Mezi pouzivané
nekultivaéni metody patii metody molekularni biologie: T-RFLP, ARDRA, TGGE, PCR,
qPCR, hybridiza¢ni metody a mnohé dalsi.

Kultivaéné nezédvislé metody se stavaji vhodnou alternativou k tradi¢nim kultivaénim me-

todam a je tendence kultivacni metody nahrazovat.
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. TEORETICKA CAST
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1 METODY STANOVENI MIKROBIALNI DIVERZITY

1.1 Kultiva¢né zavislé metody

Klasické mikrobiologické metody maji velky vyznam pii studiu mikroorganismu. Kulti-
vacné zavislé metody jsou zalozeny na rustu bakterii na umeéle vyrobenych zivnych pidach
[1]. Tyto ptidy se podobaji podminkam prostiedi, ze kterého jsou mikroorganismy ziskany.
Tradi¢ni metodou pro stanoveni mikrobialni diverzity je plotnova metoda, pomoci které se

kultivuji Zivotaschopné bunky [2].

1.1.1 CPM

Plotnova metoda neboli metoda celkového poctu mikroorganismi (CPM) je metoda, kde
jsou mikroorganismy kultivovany na neselektivnich pevnych zivnych pudach. Podle mor-
fologickych a mikroskopickych znaki jsou popséany, jako tvar velikost kolonii, vlastnosti
buné&&né stény u bakterii ( G* a G') nebo tvorba spor. Biochemickou identifikaci jednotli-

vych kolonii jsou bakterie dale tfidény do ¢eledi a rodu [3].

1.1.2 MPN

Metodu pravdépodobného poctu (MPN) pouzivame u vzork, které se kultivuji na tekutych
zivnych pudéach a narist mikroorganismi se projevuje zdkalem, sedimentem, povrchovou
blankou nebo tvorbou plynu. V pudach, které obsahuji indikatory, se charakteristicky méni
i zabarveni pudy. Pomoci zkumavkovych metod nelze ziskat ptesny piehled o mikrobial-
nim spolecenstvu, protoze ziskame jen mikroorganismy, které jsou kultivovatelné v teku-

tych Zivnych pudach [3].

1.1.3 Kaultiva¢né zavislé molekularni metody

U kultivaéné zavislych metod s aplikovanymi molekularnimi metodami se vyuziva kulti-
vace na pevnych zivnych ptadach s naslednou molekularni identifikaci jednotlivych kolo-
nii. Mikroorganismy jsou kultivovany na kolektivnich zivnych pudach, bez ptidavku selek-
tivnich ¢inidel. Pro zjiSténi technologicky dileZzitych mikroorganismu se, ale asto vyuzi-
vaji selektivni pidy, které jsou pro tyto mikroorganismy nejvhodnéjsi. Naptiklad bakterie
mlécného kvaseni jsou napted kultivovany na MRS nebo M17 agaru a nésledné jsou roz-
déleny pomoci molekularnich metod: polymorfismus terminalnich restrik¢nich fragmenta
(T-RFLP), gelova elektroforéza v teplotnim gradientu (TGGE), restrik¢éni analyza amplifi-
kované ribozomalni DNA (ARDRA) a fluorescencni in situ hybridizace (FISH) [4].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

1.2 Kultivaéné nezavislé metody

Metody pouzivané v molekularni biologii vyuzivaji technologii amplifikace nukleovych
kyselin in vitro. Amplifikaci vyrazn¢ zvysime citlivost detekce i pii zachovani vysoké spe-
cifity této reakce. Amplikony (produkty reakce) mohou byt stanoveny riznymi technikami,
které zahrnuji analyzu $tépnych fragmentl vzniklych plsobenim restrikénich enzymd,
pifimou analyzou sekvenci nebo rozdéleny denaturac¢ni gelovou elektroforézou (DGGE).
Na rozdil od tradi¢nich mikrobiologickych metod neni k identifikaci potiebna zdlouhava
kultivace mikroorganismil [5]. Mezi zdkladni molekuldrni techniky miizeme zatadit poly-
merazovou fetézovou reakci (PCR), TGGE a polymorfismus délky restrikénich fragmentt

(RFLP) [6].

Kultivaéné nezavislé pfistupy jsou stile vice vyuzivany pro urceni slozeni mikrobidlnich
spolecenstev. Tyto pfistupy umoznily soucasné charakterizovat cely ekosystém a identifi-
kovat mnoho druhti z téchto soubortii. Posun od kultivaéné zavislych na kultivacné nezavis-
1¢ vedl k revoluci v mikrobiologii. Tyto techniky poskytuji vétsi citlivost a rychlost stano-
veni oproti kultivaéné zavislym, s velkym pozitivem v detekci mikroorganismd, které se
obtizné kultivuji nebo jsou nekultivovatelné. Pfres mnoho vyhod kultivaéné nezavislych

metod, jsou stale néjaka omezeni, se kterymi je nutno pocitat [7].

1.3 Fingerprint metody

Jedna se o metody zaméfené na sledovani a vyvoj zmén mikrobidlni populace molekular-
nimi metodami v potravinach. Hlavnim divodem pouziti fingerprint metod je neznalost
optimélnich podminek pro kultivaci mikroorganismi. Molekularni metody jsou schopny
analyzovat i velmi malé mnozstvi materialu a neni dilezité, zda se jedné o Zivou nebo mrt-
vou bunku [8]. Fingerprint metody jsou schopné poskytnout celkovy profil piedstavujici
genetickou rozmanitost mikrobialni populace v konkrétnim prosttedi. DGGE/TGGE je
nejvice vyuzivana metoda pro svou univerzalnost a pro schopnost posouzeni struktury mi-

krobialni komunity [9].

1.3.1 DGGE/TGGE

DGGE i TGGE zkouma mikrobidlni rozmanitost na zakladé¢ nukleotidové struktury.
Nejdiive jsou amplifikovany malé PCR fragmenty nukleovych kyselin (200-700 bp) a
na akrylamidovém gelu s rostoucim denaturaénim gradientem jsou ndsledné rozdéleny

podle rozdilné mobility u castecné denaturovan¢ DNA a nedenaturované DNA [10].
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DGGE pouziva k denaturaci chemické latky jako napt. formamid a mocovinu. TGGE
Kk denaturaci pouziva teplotni gradient. Vysledkem jsou fragmenty DNA podobné délky,
ale s rozdilnymi sekvencemi. Obecné plati, ze chovani pii denaturaci zavisi na délce pro-
duktu a mnozstvi guanin-cytosin part, které¢ jsou vice stabilni v denaturacnim gradientu
nez par adenin-tymin. Zpocatku je denaturace ¢aste¢na, a z denaturovanych oblasti se sta-
vaji dvé jednofetézcové Casti, timto se snizuje pohyblivost fragmentu v gelu. Nakonec je
fetézec upln¢ rozdelen, az na GC svorku (40-45 bazi bohatych na GC pary) [8]. Tato svor-
ka je velmi stabilni a drzi dvousroubovicovou molekulu pohromad¢, migrace molekuly
v elektrickém poli je tim vyrazné zpomalena nebo zastavena. DGGE profily DNA odvoze-
né z PCR produktli jsou generovany pro popisovani metabolicky aktivnich populaci. Hlav-
ni vyhodou DGGE a TGGE je jejich dostupnost pro molekularni laboratofe a relativné
snadna interpretace vysledku. Jednotlivé bandy mohou byt vyfiznuty z gelu a identifikova-
ny sekvencovanim. Sekvencovani ale mohou branit malé fragmenty PCR produktd, které
nemusi obsahovat dostate¢né informace pro taxonomickou klasifikaci. Je nutné upozornit
na to, ze riizné amplikony mohou mit stejnou elektroforetickou pohyblivost, coz ma za
nasledek spolecnou migraci s riznymi fragmenty. Nevyhoda, kterd je Casto spojovéana
s DGGE/TGGE, je Spatna reprodukovatelnost. Ta se vSak muze zvétsit zaclenénim vniti-

nich standardt a normalizace vzorkt [11].

1.3.2 PCR

PCR je metoda, kterou zavedl Kary B. Mullis v roce 1986 [12]. Zavedeni PCR mélo pro
molekularni biologii stejny vyznam, jako objeveni restrikénich endonukleaz nebo sekven-
covani DNA [10]. Podstatou PCR je cyklické opakovani enzymatické syntézy novych te-
tézcl vybraného useku DNA ve sméru 5°= 3'za pouziti DNA polymerazy [12].

PCR je zalozena na zmnozeni (amplifikaci) genu nebo jeho ¢asti (nejcastéji usek v oblasti
16S rRNA u bakterii). Jedna se o exponencidlni reakci, kdy v zavislosti na poctu matric
vzdy vznika dvojnasobek, zjednodusené to miizeme napsat jako 2", kdy n odpovida poctu
cykli. Celou fetézovou reakci je mozné popsat ve tfech stupnich, odehravajicich se
Vv termocykleru, pfistroj, ktery dokaze velmi rychle a pesné meénit teplotu reakéniho pro-
stiedi (az 1°C za 1 sekundu) [13]. Pro spravné provedeni procesl denaturace, annealingu a
extenze genu je potieba specifickych teplot a opakovanim cyklu se spousti vzdy nova feté-

zova reakce. Cely program kon¢i polymeraci (extenzi) a zchlazenim reakéni smési [10].
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Hlavni vyhodou PCR je vysoka citlivost. Amplifikace DNA je pln¢ automatizovana a do
hodiny mtize prob&hnout az 30 cykli. Teoreticky lze ziskat az 10° krat vice ptivodni matri-
ce vzorku, v praxi je efektivita cyklu nizsi ne 100% a ziska se kolem 10° az 10® nasobku

puvodni matrice [10].

Kvantitativni real-time PCR (qPCR) je jednou z modifikaci klasické PCR. Umoziuje vy-
sokou presnost, specificnost, rychlou detekci a kvantifikaci useku DNA nebo RNA. Real-
time PCR je zalozena na sledovani prubéhu reakce piimo béhem reakce pomoci fluo-
rescencnich barviv a sond, které detekuji mnozstvi PCR produktu zvySenim fluorescencni
aktivity. Fluorescence je méfena béhem kazdého cyklu PCR a jeji intenzita je pfimo nebo
nepiimo imérna mnozstvi amplikont, které jsou pfitomny v reakéni smési [14]. Kvantifi-
kace se provadi matematickou analyzou amplifikacnich kiivek. Klasickd amplifikaéni
kiivka vznikd vynesenim zdvislosti fluorescence na potadovém c¢islu piislusSného cyklu.
Typicka amplifikacni kiivka ma zaktiveny esovity tvar a lze ji rozd¢lit na 3 seky: 1) bac-
kground fézi, kde je PCR produktu tak malo, ze fluorescence je v neméfitelnych hodno-
tach; 2) exponencialni fazi, kdy mnozstvi PCR produktu exponencialné roste; 3) plato faze,

kde jiz nedochazi k nartistu PCR produktu a fluorescen¢ni signal zlstava konstantni [15].

Detekéni systémy pro qPCR vyuzivaji reakci PCR produktu s interakénimi barvivy (ethi-
dium bromid, SYBR Green I), jejichZ fluorescencni aktivita vzroste po vazbé na dvouie-
tézcovou DNA. JelikoZ béhem PCR vznikd dvoutetézcovy produkt, ktery vyrazné prevysu-
je pocate¢ni mnozstvi dsDNA, lze sledovat pomoci interkala¢nich barviv pribéh reakce.
Nevyhodou detekénich barviv je, Ze detekuji veskerou dsDNA, ktera je pfitomna v reakéni
smési véetné nespecifickych produkti amplifikace jako primer-dimer artefakty. Nejlep§im
feSenim pro detekci jsou oligonukleotidové sondy, které hybridizuji s uréitou cilovou sek-
venci uvnitt amplifikovaného regionu. Po navazéani se vyrazné zvysi fluorescencni aktivita

sond. Vyhodou oligonukleotidovych sond je jejich vysoka specifita k cilové sekvenci [15].

1.3.3 T-RFLP

Polymorfismus termindlnich restrikénich fragmentti (T-RFLP) je pouzivdna pro studium
slozité mikrobialni komunity na zaklad¢ variability 16S rRNA. Technika T-RFLP posuzuje
rozmanitost komplexnich spolecenstev bez nutnosti znalosti jakékoliv informace o sekven-
cich genli. Touto metodou jsou ziskany informace o celém bakteridlnim spoleCenstvu

Vv daném vzorku [10].
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Restrikéni endonukleazy neboli restriktazy jsou sekvencné specifické nukleazy, které jsou
produkované bakteriemi. V buiice jsou pfitomny za icelem §tépit cizorodou DNA, ktera se
do bakterialni buiikky dostava pii infekci bakteriofagem. Restrikéni enzymy jsou oznacova-
ny podle bakterie, ze které¢ byly izolovany. Rozpoznéavaci misto restrik¢nich endonukleédz
je misto, které je tvoieno nukleotidovou sekvenci o délce 4 az 8 nukleotidi. Kazda restrik-
tdza rozpoznava specifickou sekvenci a v restrikénim misté dochdzi k hydrolyze fosfo-
diesterovych vazeb [10]. Vybérem vhodnych restrik¢nich enzymt, mizeme zvysit pravde-
podobnost, ze vyslednd sada restrik¢énich fragmentt, rozdélend podle velikosti, bude vice

odrazet prirozenou mikrobialni diverzitu ve vzorku. [16]

Identifikace bakterii pomoci T-RFLP je zaloZena na analyze velikosti fragmentti ziskanych
po Stépeni amplifikovaného genu. Je velmi dilezité, Ze jeden znafeny fragment vyrobeny

pomoci PCR a rozstépeny restrikénimi enzymy odpovida jen jedinému useku [17].

1.3.4 ARDRA (PCR-RFLP)

ARDRA je jednoducha technika, zalozena na restrikci amplifikované DNA s naslednym
rozdélenim pomoci gelové elektroforézy. Vysledky z gelové elektroforézy jsou vyuzity
k mikrobialni identifikaci nebo ke srovnani mikrobidlnich spolecenstev. Na rozdil od T-
RFLP jsou detekovany vSechny $§tépné fragmenty. Nicméné s velkym mnoZstvim fragmen-
ti se zvysuje 1 slozitost, coz zt€Zuje interpretaci a srovnavani vysledkl. Jeden restrikéni
enzym neposkytuje dostatecné velké rozliSeni, a proto je nutné vyuzit vice restrikénich
enzymul samostatné nebo je kombinovat. Nevyhodou je barveni v gelech, protoZe dochazi

k potlaceni bandli od méné pocetné populace [11].
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2 MIKROBIALNI DIVERZITA

Biologickou rozmanitost miizeme definovat jako Skéalu rozdilnych druhii organismi a je-
jich relativni hojnost na urcitém useku. Mikrobidlni diverzita jednozna¢né poukazuje na
rozmanitost ve tfech trovnich: v ramci druhu (genetickd), poctu druhi (druhova) a komu-
nity (ekologicka rozmanitost). Termin druhové diverzita se sklada ze dvou ¢asti, prvni Casti
je celkovy pocet piitomnych druhd, které mohou piedstavovat druhovou bohatost komuni-
ty. Vztahuje se tedy ke kvantitativnim mezidruhovym variacim. Druhou ¢asti je distribuce
jednotlived mezi témito druhy, ktera se oznacuje jako rovnost nebo vyrovnanost [18]. Jed-
nim z problému ale je, Ze rovnost v bakteridlnich systémech zatim neni znama, protoze
jednotlivé bunky jsou velice zfidka identifikovany az na trovein kmenu. Vhodnym méie-
nim pro zjiSténi biologické rozmanitosti je vyuziti rozdili v molekulérnich znacich, zejmé-
na v procentu homologie deoxynukleotidovych kyselin. V minulosti se diverzita ur¢ovala
na zaklad¢é taxonomickych znaku, které nepodavaly informace o genetické rozmanitosti

vzorku [2].

Znalost slozeni mikrobialnich spolecenstev, které jsou zastoupeny v potravinach, je dulezi-
té z hlediska udrZnosti potravin. Tradicné se pro vyskyt mikroorganismi z prostfedi nebo
vyrobniho procesu vyuZivaji metody zaloZzené na bazi kultivace. Tim jsou z mikrobialni
kontroly vylouceny ty mikroorganismy, kterym nevyhovuji dané kultiva¢ni podminky
[19]. Dnes se stale vice vyuziva pro charakterizaci mikrobialni diverzity molekularni tech-
niky, protoze poskytuji pomérné obsahly popis dané¢ komunity. Tyto techniky jsou velmi
vhodné pro porovnavani sloZeni mikrobidlnich komunit v potravinach. Nejcastéji se vyuzi-

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

2.1 Fermentované masné vyrobky

Za poslednich 20 let se studiem mikroflorou fermentovanych masnych vyrobkt, za pouziti
kultiva¢nich technik, zabyvali rizni autofi. Nekteii se zabyvali jen technologicky vyznam-
nymi mikroorganismy, jako jsou laktobacily a stafylokoky [20]. Jiné studie se zabyvaly
profilovanim zmén Vv mikrobidlni populaci béhem fermentace a zrani vyrobkl. Bakterie
rodu Lactobacillus spolu s aerobnimi mikroorganismy nejrychleji nartstal pocet v pribéhu
vyroby masnych vyrobkti. Béhem tfi dni fermentace narostl pocet mikroorganismu z 10°
KTJ/g az na 108 KTJ/g, a to jak v jadru vyrobku, tak i ve vnéjSich vrstvach vyrobku. Rych-
Iy narust v prvnich dnech fermentace vykazuji i mikroorganismy rodu Staphylococcus.

V nekterych pripadech, kdy dojde k pfili§ rychlému okyseleni hmoty vyrobku z divoda
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rychlého nariastu laktobacilli, tak dochéazi k pomalejSimu nartstu stafylokokt. Pocty lakto-
bacilt a stafylokokt jsou vSak diilezité na konci obdobi zrani. Kvasinkové kultury se vyu-
zivaji jen u nékterych druht italskych fermentovanych masnych vyrobki typu Naples [21].
V téchto druzich tvofi kvasinky rodu Debaryomyces pievladajici mikrofloru spolu
s laktobacily a stafylokoky. Kontaminujici mikrofléra rodu Enterococcus a druhu Escheri-
chia coli byly pfitomny jen v prvnich dnech fermentace a jejich pocty se snizuji. Fermen-
tované salamy jsou obvykle prosté klostridii a koaguldza pozitivnich stafylokokli. Obecné
plati, Ze nékteré patogeny zpusobujici alimentarni onemocnéni mohou kontaminovat mas-
né vyrobky pted fermentaci, ale na konci fermentace, nejsou jiz zadné zivotaschopné bak-

terie nebo jejich pocet je pod hranici detekce kultivaci [20].

2.2 Miléko a mlécné vyrobky

Mléko a mlécné vyrobky jsou nejvice prostudovanou skupinou potravin. Mikrobidlni roz-
manitost mléka se méni i v prubehu laktace v zavislosti na potravé. Literatura uvadi, ze se
nezméni pocty laktobacilil, ale pocty stafylokokti pfi ptfechodu ze stajového na venkovni
krmeni. Pii pouziti nekultivacnich metod byly odhaleny mikroorganismy, které byly diive
spojovany jen se syry, ale bézné se vyskytuji uz v mléce. Sezoénni odchylky v mikroflote
mohou nésledn¢ ovlivnit senzorické vlastnosti vyrobkd. Je velmi zajimavé, ze mikroorga-
nismy jsou variabilni 1 V z&vislosti na nadmoiské vysce, ve které se dané zvife pohybovalo.

Toto zjisténi je duleZité zejména pro vyrobu syrd s chranénym oznacenim pivodu. [22]

Nejveétsi rozmanitost mikrobialni mikroflory je u farmarskych syrd, ve srovnani
S pramyslové vyrabénymi syry bez ohledu na druh syra. Nejcastéji tito vyrobci pro vyrobu
syrt vyuzivaji syrového mléka [22]. Za pouziti TGGE techniky byly 4 vzorky mozzarelly
porovnavany v mikrobidlni rozmanitosti. Tyto 4 vzorky byly vyrdbény z riiznych surovin.
Prvni vzorek byl vyroben z pasterovaného mléka za pouziti komerénich mlékarenskych
kultur, druhy vzorek ze syrového buvoliho mléka a ptirodni syrovatkové kultury, tieti vzo-
rek ze syrového kravského mléka a pfirodni termofilni kultury a posledni vzorek byl vyro-
ben pouze ze syrového kravského mléka bez pfidavku startérovych bakterii mlééného kva-
Seni. Nejvice rozmanitou mikrofléru obsahoval posledni vyrobek, ve kterém byl detekovan

navic od ostatnich vyrobkt rod Enterococcus a druh Leuconostoc lactis [23].
Tradi¢ni slovensky syr brynza je vyrabén z ov¢iho tvarohu. Pfi tradi¢ni salasové vyrobé
z nepasterovaného ov¢iho mléka jsou ve vyrobku ptitomny mikroorganismy rodu Lactoba-

cillus, Lactococcus, aerobni mezofilni bakterie, koliformni bakterie, Escherichia coli, Sta-
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phylococcus spp., koagulaza pozitivni Staphylococcus aureus, kvasinky a plisné rodu Geo-
trichum [24].

2.3 Vino a hroznové vino

Réva vinna je nejéastéji napadana plisni Platospara viticala, ktera zpasobuje padli a plisni
Botrytis cinerea, které zpisobuje Sedou hnilobu hroznti. Velké mnozstvi plisni poskozuje
jiz hroznové vino, ale nema schopnost rust ve vinech nebo negativné ovliviiovat jakost
vina [25]. Octové bakterie jsou schopny rist ve viné a ovliviiovat jakost vina. Na povrchu
hroznd muze byt velké mnozstvi bakterii, které jsou bézné ptitomny v piirodé nebo souvi-
seji s vyrobou potravin. Tyto bakterie by nemély byt zaclenény do vyroby vina, ackoliv
nemaji vliv na kvalitu vina Né&které nekulturni kvasinky rodu Pichia, Hanseniaspora, Can-
dida nebo Metschnikowia tvofi kiis na hlading a zaroven je vino jakostné ovlivnéno senzo-
cerevisiae, ale i jiné kvasinky se Gi¢astni kvasného procesu, jako jsou S. bayanus, S. pasto-

rianus a S. paradoxus [26].

2.4 Stolni olivy

Stolni olivy jsou nejoblibenéjsi kvaSenou zeleninou pro zépadni svét. Hlavni dvé metody
pro fermentaci oliv jsou $panélska metoda, pro zelené olivy a fecka metoda, pro olivy Cer-
né. Dulezitym faktorem pro spravnou fermentaci oliv je mikrobialni spolecenstvi a jeho
dynamika po celou dobu fermentace. Laktobacily jsou ptirozenou souc¢asti mikroflory oliv.
V mensich mnozstvich jsou pfitomny i bakterie rodi Lueconostoc, Streptococcus, Entero-
coccus a Pediococcus. Pouzitim Cistych kultur urychlime proces tvorby kyseliny mlééné a
tim dojde 1 k rychlej§imu poklesu pH. Poklesem pH lze zabranit rlstu patogennich mikro-

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

2.5 Jedly hmyz

Vseobecné se nejCastéji zkouma hmyz jako vektor pfenosu patogennich mikroorganismti.
Stanoveni celkového po¢tu mikroorganisml na 4 druzich jedlého hmyzu prokazalo pocty
10° az 10° KTJ/g. Jedna se o vzorky Zophobas morio, Tenebrio molitor, Galleria mellonel-
la a Acheta domesticus. Tyto vzorky byly ziskany z farmy na hmyz. Mikrobialni mik-
rofléra se skladala prevazné z G* bakterii, fekalnich a celkovych koliformnich bakterii. G

populace bakterii byla tvofena Micrococcus spp., Lactobacillus spp. a Staphylococcus spp.
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Z téchto 4 testovanych vzorki nebyla izolovana Salmonella spp. ani Listeria monocytoge-
nes [28].

Velmi dilezity proces je skladovani jedlého hmyzu. Pro stanoveni vlivu kulinaiské tpravy
s naslednym uchovanim vyrobku pii 5 az 7 °C byly pouzity vzorky Tenebrio molitor a
Acheta domesticus. Vzorky byly analyzovany Cerstvé, vafené, pecené, Cerstvé chlazené a
uvafené chlazené. Z Cerstvych vzorkl byly izolovany zastupci z ¢eledi Enterobacteriaceae
a sporotvorné bakterie. Izolované bakterie nepatiily k patogennim druhiim. Ve vzorcich,
které byly povaieny po dobu 5 minut, byly inhibovany zastupci ¢eledi Enterobacteriaceae,
ale bakteridlni spory tento zéhfev neusmrtil. Kvili pfitomnosti sporotvornych bakterii je
nutno uchovavat jedly hmyz pti 5 az 7 °C, nizké teploty zabranily kazeni vafeného hmyzu
az po dobu 2 tydnii. Samotné praZeni nema dostatecny velky vliv na pfitomné bakterie, a
proto je vhodné pted samotné prazeni zacletiovat kratké povateni. Kdyz se shrnou po-
znatky, které jsou o hygienickém zachazeni s jedlym hmyzem, tak spravnym skladovanim

by se mélo zabranit potencialnimu zdravotnimu riziku z konzumace [29]

2.6 Jedlé kvéty

Vétsina mikroorganismu, které jsou soucasti mikrobidlniho spolecenstva jedlych kvétd,
ovoce a zeleniny, jsou z pidni mikroflory. Pidni mikrofléra je velmi rozmanita a obsahuje
velké mnoZzstvi riznorodych spole€enstvi. Na povrch jedlych kvéth se dostanou plisobenim
pfenosu pudnich ¢astic vétrem, zavlazovanim a hmyzem. Jen malo studii se zabyva mik-
roflérou na povrchu jedlych kvéti. Dosavadni vysledky naznacuji, Ze soucasti mikroflory
jsou velmi malé poCty mikroorganismt ptiblizné 10*, kvali antimikrobialnim u&inkim
latek obsaZenych v kvétech. Tyto mikroorganismy jsou vazany na nektar jedlych kvéti
nejcastéj$im zastupcem je Staphylococcus spp., aktinomyceta Ipomoea digitata, kvasinky a
plisné [30].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILE PRACE

Cilem této prace bylo izolovat DNA ze 4 vzorki jedlého hmyzu a jednoho jedlého kvétu.
Ziskanou DNA podrobit analyze ARDRA a TGGE pro studium diverzity mikroflory téchto

netradi¢nich potravin.
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4 MATERIAL

4.1 Charakteristika vzorku

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

nut.

Tab. 1. Vzorky jedlého hmyzu pouzité pro molekuldarni stanoveni.

vzorek ¢. | vzorek stadium vyvoje zamrazeno
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 ziskan ze sbirky Ustavu potravinaiského inZenyrstvi, Fakul-
ty technologické, Univerzity Toméase Bati v Zliné. Pfed odebranim vzorku pro izolaci

DNA byla E. coli uchovavana na zivné piadé MPA.

Vzorek jedlého kvétu byl odebran z hotového jidla firmy Harmony Servis, Mikul¢ice, Ces-
ka republika dne 24. 8. 2012.

4.2 Pristroje a pomiicky

e Centrifuga Hermle Z100M Hermle (Labortechnik, Némecko)

e Termoblok BIO TDB-100 Dry block thermostat- (Biosan Ltd., Litva)
e PCR box Bioair instruments, aura PCR (BioAir Italie)

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

e Thermo cykler piko thermal celer (Finnzymes instruments, Finsko)
e TGGE elektroforéza TGGE Maxi Systém (Biometra, Némecko)

e UV-transluminator UC-4100- (UltraLum Inc., USA)

e Mikropipety (Eppendorf, USA)

e B¢Zzné laboratorni sklo a dalsi spotfebni material

4.3 Chemikalie

Seznam pouzitych primerd je uveden v tabulce (Tab. 2).
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Tab. 2. Prehled pouzitych primeru.

primer | 5°-3’sekvence predpokladana
délka produktu

fD1 AGA GTT TGATCC TGG CTC AG ~1500 bp

rD1 AAG CAG GTG ATC CAG CC

341f CCT ACG GGA GGC AGC AG 566 bp

907r CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

FA GAG CAG CCG CGC TAATAC ~400 bp

RA CCGTCAATTCCTTTGAGTTT

GC341f | CCT ACG GGA GGC AGC AG 177 bp

518r ATT ACC GCG GCT GCT GG

Pouzité restrikéni enzymy (Fermentas LIFE SCIENCE, USA) a jejich rozpoznavaci sek-

vence jsou uvedeny v tabulce (Tab. 3).

Tab. 3. Prehled pouzitych restrikcnich enzymii.

enzym rozpoznavana 5°-3sekvence
Hae I11 GGJ CC

EcoR | GJLAATTC

Hind I AVAGCTT

Xho | CJTCGAG

Hinf | GAUNTC*

* N vyjadiuje jakykoli nukleotid

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

e Agardza Cambrex Bio Science (Rockland, Inc., USA)

e Voda pro molekuldrni biologii Nuklease free water (Promega, USA)

e PCR pufr 10x ThermoPol Reaction Buffer, (BioLabs Inc., New England)
e (o Taq Hot Start Master Mix (Promega, USA)

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

e 8 nethoxy psoralen (Fluka Biochemika, USA)

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

e Etidiumbromid (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)

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

o 2x FastStart Mastermix PCR (Roche Diagnostics, Némecko)

e 6x nanaseci pufr (Top Bio, Ceska republika)

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

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

e Akryl amid (Sigma-aldrich, USA)

e Mocovina (Promega, USA)

e Formamid (Sigma-Aldrich, USA)

e Glycerol (Sigma-Aldrich, USA)

e APS 10% persiran amonny (Sigma-Aldrich, USA)

e TEMED N,N,N’,N’-tetrametylelendiaminu (Sigma-Aldrich, USA)

e 0,1 % Tween 20 thermal coupling roztok, (ROCHE Diagnostics, Némecko)
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5 METODY

5.1 lzolace DNA

DNA byla izolovana ze vzorku a z bakterie Escherichia. coli pomoci komer¢niho vyrobku
DNAzol. Mikrobidlni suspenze byla centrifugovana (Labortechnik) a promyvana PCR
pufrem. Po promyti byl pfidan 0,1 ml DNAzolu, ve kterém byl pelet resuspendovan a ob-
sah byl promichéan pfevracenim. Po dobu 10 minut se nechal pisobit DNAzol na buiiky pii
laboratorni teploté. Potom byla provedena centrifugace pii 10 000 g/10 min. K supernatan-
tu bylo pfidano 0,5 ml 96% ethanolu a obsah byl promichéan pfevracenim. Smés reagovala
po dobu 3 minut pfi laboratorni teploté a poté byla centrifugovana pii 5 000 g/5 min. Su-
pernatant byl odstranén a smés byla resuspendovana v 1 ml 75% ethanolu. Poté byla pro-
vedena centrifugace pii 1 000 g/2 minut. Promyti bylo provedeno 2x. Na zavér byla izolo-

vand DNA rozpusténa ve 200 pl sterilni vody prosté DNA a vzorky byly zamraZzeny [31].

5.2 PCR

PCR amplifikace byla provedena v termocykleru v celkovém objemu 50 ul za pouziti pri-
mert FA a RA. Slozeni reak¢niho mixu je uvedeno v tabulce (Tab. 4.). Vysledny PCR
produkt o délce 400 bp byl nasledné pouzit pro restrikéni Stépeni.

Tab. 4. Slozeni smési pro PCR.

sloZeni smési 50 pl
10x PCR pufr 5ul
dNTP mix 1l
primer FA 1l
primer RA 1l
Taq DNA-polymeraza 0,3 ul
sterilni vody prosté DNA 47,3 ul
templat DNA 1l

Amplifikacni profil (Tab. 5.) byl uren podle optimalnich podminek pro pouzité primery.
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Tab. 5. Priitbeh PCR a pocet cyklii.

pocate¢ni denaturace | 94 °C 7 min

denaturace 94 °C 1 min 34 cyklu
annealing 55 °C 1,5 min

extenze 72°C 1 min

zavereCna extenze 72°C 10 min

5.3 Agarézova gelova elektroforéza

PCR produkty byly detekovany pomoci agarézové elektroforézy. Gelova elektroforéza
probihala v prostiedi 1x TAE. Agarézovy gel byl pfipraven s ethidiumbromidem
v kone¢né koncentraci 0,5 pg/ml gelu. Na gel bylo nanaseno 12 pl smési, slozené z 1 pl
amplifikovaného PCR produktu, 9 pl destilované vody a 2 ul 6x nanaseciho pufru. Pro
posouzeni velikosti jednotlivych amplikont byl pouzit 1 kb a 100 bp DNA marker. Elek-
troforeticka separace probihala po dobu 35 minut, pfi zvoleném napéti 90 V. DNA byla

vizualizovana pomoci UV transiluminatoru .

5.4 ARDRA

K 10 pl amplifikovanému PCR produktt o délce 400 bp (primery FA a RA) byly pfidany
3 ul pufru pro restrikéni $tépeni, 16 pl sterilni vody prosté DNA a 1 pl restrikéniho enzy-
mu. Smés byla dikladné promichana $pi¢kou a kratce (10 s) sto¢ena v centrifuze Hermle.
Smés se nechala reagovat pii 37 °C 30 minut. Poté byla smés zahtata na 80 °C/5 min
v termobloku. Produkty restrikéniho $tépeni byly naneseny na 1,8 % agarézovy gel, na gel
bylo naneseno 30 pl produktu a 15 pl 1 100 bp DNA markeru. Na gel bylo ptisobeno 50

minut napétim 120 V. Poté byl gel vyhodnocen v UV-transluminatoru [32].

5.5 TGGE

5.5.1 Nested PCR

Amplifikace metodou nested PCR byla vyuzita pro Gpravu vzorkit DNA pfed TGGE ana-
lyzou. V 1. stupni PCR reakce byl celkovy objem reakéni smési 20 pl. Do smési byly pou-
zity primery fD1 a rD1. Pfi dal§im pokusu byly pouzity primery 341f a 907r.
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Tab. 6. Slozeni smési pro 1. stupen nested

PCR.

slozeni smési 20 ul
Mastermix (ROCHE) 10 pl
MgCl, 0,25 pl
primer rD1 1l
primer fD1 1l
sterilni voda 6,75 pl
templat DNA 1l

1. stupenn Nested PCR byl proveden v termo cykleru (Finnzymes instruments). Amplifi-
kaéni profil termo cykleru je uveden v tabulce (Tab. 7.). Amplifika¢ni profil byl totozny
pro dvojice primerid fD1 a rD1 i pro primery 341f a 907r.

Tab. 7. Pribeh 1. stupné Nested PCR a pocet cykli.

pocatecni 95 °C 5 min

denaturace

denaturace 95 °C 1 min 9 cykla
annealing 57 °C kazdy cyklus se tep- | 1 min

lota snizovala 0 0,5 °C

extenze 72 °C 1 min

denaturace 95 °C 1 min 24 cykla
annealing 52°C 1 min

extenze 72 °C 1 min

zaverecna 72°C 10 min

extenze

Pro amplifikaci 2. stupné byl pouzit produkt PCR z 1. stupné. Celkovy objem reakéni smé-

si byl 30 pl a pro zabranéni polymerace kontaminace byl pouzit psoralen, ktery byl apliko-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

van do kazdé smési pred ptidavkem DNA matrice z 1. stupné. Smés byla nasledné vysvi-
cena v UV transiluminatoru po dobu 5 minut. Slozky smési jsou uvedeny v tabulce (Tab.

8.).

Tab. 8. Slozeni smési pro 2. stupen nested PCR.

SlozZeni smési 30 ul
Mastermix (Promega) 15 ul
Psoralen 0,3 ul
Primer GC 341f 1,2 ul
Primer 518r 1,2 ul
sterilni vody prosté DNA 11,1 ul
templat DNA 1,2 ul

2. stupen nested PCR byl proveden v termo cykleru (Finnzymes instruments). Amplifikac-

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

Tab. 9. Priibéh 2. stupné nested PCR a pocet cyklii.

pocatecni 95 °C 5 min

denaturace

denaturace 95 °C 0,5min | 9 cyklu
annealing 62 °C kazdy cyklus se tep- | 0,5 min

lota snizovala 0 0,5 °C

extenze 72 °C 0,5 min

denaturace 95°C 0,5min | 24 cykli
annealing 56 °C 0,5 min

extenze 72 °C 1 min

zavereCna 72°C 10 min

extenze
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5.5.2 Priprava aparatury pro TGGE

Ptiprava gelu byla velmi naro¢nd, kvili spravnému slozeni sklenéné aparatury pro polyme-
raci geli. B€hem piipravy gelu bylo nutné mit ochranné pomucky (rukavice, ochranné bry-

le), protoze bylo manipulovano s karcinogennimi a toxickymi latkami [33].

Aparatura se sklada ze dvou sklenénych desek, které musi byt dikladné omyty a osuseny.
Vnitini deska bez spaceru byla navlh¢ena nékolika ml destilované vody a na ni byla pfi-
tisknuta polybond folie, ktera byla na horni strané opatiena paskou. Na vnitini desku se
spacerem bylo dikladné ptiloZeno tésnéni, aby nedoslo k vyteceni gelu. Obé sklenéné des-

Ky byly k sobé¢ pfichyceny kovovymi sponami [33].

5.5.3 Priprava gelu pro TGGE

Do 100 ml kadinky s michadlem bylo navaZeno 24 g mocoviny, napipetovano 10 ml akry-
lamidu, 10 ml formamidu, 2 ml 2x TAE, 2,5 ml glycerolu a 5 ml vody pro molekularni
biologii. Smés byla zahtivana pii 50 °C a michana po dobu 30 minut do uplného rozpusténi
mocoviny. Po rozpusténi mocoviny se smés zchladi michdnim na pokojovou teplotu a pfi-
daji se polymeracni ¢inidla: 50 pl persiranu amonného (APS 10%) a 110 pl N,N,N,N,-
tetramethylendiaminu (TEMED). Po pfidani polymeraénich ¢inidel byla smés rychle a
dokonale promichana. Injekéni stfikackou byla smés davkovéana do ptfipravené sklenéné
aparatury. Davkovani bylo nutno provést rychle a precizné z ditvodii rychlé polymerace
smési. K polymeraci gelu dochazi pii 30 °C v termostatu po dobu 3 hodin. Po uplynuti
polymera¢ni doby byly z aparatury odstranény spony a gel byl vyjmut, aby nedoslo k jeho
poskozeni [33].

554 TGGE

Elektroforéza probihala v TGGE Maxi Systém, kde je vedeni elektrického proudu zpro-
sttedkovavano pomoci dvou specidlnich Zinek namocenych jednim koncem do pufru 2x

TAE a druhym koncem jsou polozeny na gel [33].

Povrch termobloku byl navlhcéen 0,1 % Tween 20 a do zasobnikl na pufr byl nalit 2x TAE.
Gel byl po polymeraci opatrné vyjmut ze sklenéné aparatury a byl poloZen na termoblok,
ke kterému byl nasledné¢ upevnén lepici paskou. Specialni zinky, které byly povafeny
Vv destilované vodég, byly namoceny do zasobnikl pufru. Na gel byl pfilozen aplikator a
kryci folie tak, aby jedna strana kryci folie koncila té€Sn€ pod aplikatorem a druhy konec

pfiblizné 2 cm od konce gelu. Do aplikatoru bylo naneseno 10 pl vzorku DNA z 2. stupné
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PCR a do prvni a posledni jamky bylo aplikovano 10 ul 100bp DNA standardu. Na obé¢
strany gelu byly pfilozeny Zinky tak, aby se dotykaly jak gelu, tak i pufru. Nakonec byl
termoblok pfikryt vikem a cela aparatura byla prikryta vikem s elektrodami. Program elek-
trolyzy byl nastaven na 18 hodin, pii napéti 130 V a proudu 36 mA. Pocate¢ni teplota na
termobloku byla 38 °C a koncova teplota 58 °C [33].

Gel byl po uplynuti elektroforézy vyjmut z TGGE aparatury a vlozen do plastové vany. Do
plastové vany bylo nalito 500 ml elektroforetického pufru a 50 ul barviva. Gel s fragmenty
byl vlozen do roztoku pufru s barvivem GelRed Nucleic acid 10 000x in DMSO. Plastova
vana s gelem byla pfekryta hlinikovou fo6lii a poloZena na tfepacku, u které byla stanovena
frekvence 450 otacek za minutu. Gel byl tfepan 3 hodiny. Po uplynuti doby byl gel vyjmut,

osusSen a vlozen do UV transiluminatoru [33].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V této praci byly studovany ¢tyii vzorky jedlého hmyzu a jeden vzorek jedlého kvétu. Nej-
vzorkl a ze sbirkového kmene E. coli byla izolovana DNA. Tato DNA byla dale analyzo-
vana metodou ARDRA a TGGE.

6.1 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena za pouziti komeréni soupravy DNAzol. Po izolaci DNA byla
provedena elektroforéza na 1% agarézovém gelu (Obr. 1). VytéZzek DNA byl velmi nizky u
vSech vzorku netradi¢nich potravin, zfejmé z toho divodu, ze se jednalo o oplachy a mik-

roorganismu na povrchu vzorki nebylo mnoho.

Obr. 1. Agarozova gelova elektroforéza DNA

izolované ze vzorki. 1. Gryllus assimilis, 2.
Bombyx mori (housenka), 3. Bombyx mory
(kukla), 4. Galleria mellonella, 5. Escheri-
chia coli, 6. jedly kvet, M 1 kb marker.

Pro izolaci DNA je mozné pouzit mnoho metod. Dulezity parametr pro ur¢eni vhodnosti
metody je, aby bylo DNA ziskdno co nejvétsi mnozstvi a v dostate¢né Cistote. Pouzitim
metody extrahovani mikrobidlni DNA pomoci DNAzolu ziskdme DNA jak Cistou, tak 1

Vv dostate¢ném mnozstvi pro dalsi molekularni stanoveni. DNA extrahovana ze vzorku jed-
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1ého hmyzu nebyla detekovatelna, protoze na vzorcich bylo ptfitomno velmi malé mnozstvi
mikroorganismu. Na druhou stranu DNA izolovana z bakterie Escherichia coli, jejiz bunky
byly odebrany pfimo ze zivného média, byla dobfe na agar6zovém gelu detekovatelnd

(Obr. 1),

6.2 ARDRA

Dal$im cilem byla restrikéni analyza amplifikované DNA. Amplifikace byla provedena
metodou PCR s pouzitim primerti FA a RA, které nasedaji na oblast genu pro 16S rRNA.
Vysledné PCR produkty mély délku 400 bp. Pro nasledné restrikéni $tépeni byly pouzity

vvvvv

naci restriktaz Hae 1l a Hinf I.

Na obrazku gelu po elektroforéze (Obr. 2) jsou zachyceny produkty restrikéniho Stépeni
PCR produktt z izolatt vzorka jedlého hmyzu. Byly pouzity restriktazy Hae 111, ECoR I a
Hind III. Pro zjisténi délky restrikénich fragmentt byl pouzit 100 bp DNA marker.

Obr. 2. ARDRA. 1. Gryllus assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3.
Bombyx mori (kukla), 4. Galleria mellonella, A. Hae I1l, B. EcoR I, C.
Hind 111, M 100 bp DNA marker.

Na dal$im obrazku gelu (Obr. 3) jsou zachyceny produkty restrikéniho $tépeni PCR pro-
duktu z izolatu jedlého hmyzu. Byly pouzity restriktazy Xho I, Hinf | a kombinace Hae |11
+ Hinf L. Pro zjisténi délky restrikénich fragmentt byl pouzit 100 bp DNA marker.
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3E 4F  1A+E  2A+E 3A+E 4A+E

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 IlI
+ Hinf 1., M. 100 bp DNA marker.

Dalsi obrazek elektroforetického gelu (Obr. 4) zobrazuje Stépeni PCR produktu
z Escherichia coli a jedlého kvétu. Byly pouzity restriktazy Hae 111, EcoR | a Hind I11, Xho
I, Hinf I a kombinace Hae 11l + Hinf I. Pro zjisténi délky restrikénich fragmentt byl pouzit
100 bp DNA marker.

6D 6F 6A+E

Obr. 4. Pouziti restrikcnich enzymii na amplifikovanou DNA. 5. Escheri-
chia coli, 6. jedly kvét, A. Hae Ill, B. EcoR I, C. Hind Ill, D. Xho I, E.
Hinf I, A+E. Hae Il + Hinf 1., M. 100 bp DNA marker.

Byly porovnavany délky fragmentd, které byly ziskdny pouzitim jednotlivych enzymi.
Dale bylo porovnavano mnozstvi PCR produktu o délce 400 bp ze vzorkti hmyzu, Escheri-

chia coli a jedlého kvétu, které zustalo po restrikénim $tépeni.
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6.2.1 Haelll

Ve vSech vzorcich byla pifitomna sekvence GGCC . Ve vzorku Gryllus assimilis (Obr. 2)
vznikly celkem c¢tyfi rizné dlouhé useky, ve vzdalenosti piiblizné¢ 180 bp, 190 bp, 230 bp a
340 bp. Ve vzorku Bombyx mori (housenka) (Obr. 2) vznikly dva useky o piiblizné délce
ptiblizné 180 bp a 230 bp. Ze vzorku Bombyx mori (kukla) (Obr. 2) vznikly také dva use-
ky, ptiblizn¢ o délce 180 bp a 230 bp. U vzorku Galleria mellonella (Obr. 2) vznikly ¢tyfti
useky, ptiblizné o velikosti 100 bp, 180 bp 230 bp a 380 bp. Vzorek Escherichia coli (Obr.
4) byl pln¢ rozstépen na piiblizn¢ 180 bp dlouhy tsek. Vzorek jedlého kvétu (Obr. 4) byl
Stépen na tfi useky dlouhé ptiblizné 180 bp, 230 bp a 300 bp. Vétsina vzorku jedlého kvétu
byla rozstépena, pii vizualnim porovnani jasu bandu u stejného vzorku pro Hae 11l a EcoR
I. Krom¢ vzorku Escherichia coli, ktery byl plné rozstépen, zlstalo vzdy velké mnozstvi

nerozstépené DNA.

6.2.2 EcoR I

Vsechny vzorky byly §t€peny na useky o ptiblizné délce 180 bp a 260 bp. Vzorek Escheri-
chia coli byl opét pIn¢ rozstépen (Obr. 4). U vzorkt Gryllus assimilis, Bombyx mori (hou-
senka), Bombyx mori (kukla) a Galleria mellonella (Obr. 2) bylo rozstépeno vice DNA nez
u Hae III, ale u vzorku jedlého kvétu (Obr. 4) nebylo restrikéni $tépeni tak ucinné, jako u
ostatnich vzorku. Vétsina mikroorganismd, které byly pfitomny na vzorcich a Escherichia

coli, maji ptitomnu sekvenci CTCGAG ve stejné pozici v genu pro 16S rRNA.

6.2.3 Hind I11

U vzork Gryllus assimilis, Bombyx mori (housenka), Bombyx mori (kukla) a Galleria
mellonella vznikalo po §tépeni Hind III (Obr. 2) velmi malé mnozstvi produktii o ptiblizné
délce 170 bp a 280 bp. Vzorek Escherichia coli a jedlého kvétu (Obr. 4) nebyl §tépen vi-
bec. Jen velmi malo mikroorganismil, pfitomno na povrchu vzorkli, méa ve zkouma-

ném useku DNA sekvenci AAGCTT.

6.2.4 Xhol

Vzorky Gryllus assimilis, Bombyx mori (housenka), Bombyx mori (kukla), Galleria mello-
nella (Obr. 3) a jedlého kvétu (Obr. 4) nebyly Stépeny. Vzorek Escherichia coli (Obr. 4)
byl Uplné rozsté€pen na tseky o piiblizné délce 160 bp a 300 bp. Na zadném vzorku jedlého
hmyzu a na vzorku jedlého kvétu nebyl mikroorganismus, ktery by na tseku DNA mél

sekvenci CTCGAG.
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6.2.5 Hinfl

Ve vSech vzorcich bylo ptitomno, alespoit minimalniho mnozstvi DNA s tisekem GANTC
(N — jakykoliv nukleotid). Ze vzorku Gryllus assimilis (Obr. 3) vznikly tii Gseky o pfibliz-
né délce 180 bp, 270 bp a 310 bp. U vzorku Bombyx mori (housenka) (Obr. 3)vzniklo vel-
mi malé mnozstvi dvou tsekd 180 bp a 270 bp. Ze vzorku Bombyx mori (kukla) (Obr. 3)
vznikly tfi useky useky, také o piiblizné délce 180 bp, 270 bp a 310 bp jako u vzorku Gryl-
lus assimilis. U vzorku Galleria mellonella (Obr. 3) vznikly ¢tyfi useky o piiblizné délce
180 bp, 270 bp, 310 bp a 350 bp. Vzorek Escherichia coli (Obr. 4) byl plné rozstépen na
useky o priblizné délce 180 bp a 270 bp. Vzorek jedlého (Obr. 4) kvétu byl skoro tplné
rozstépen na dva useky o pfiblizné délce 180 bp a 300 bp. U vzorku jedlého kvétu byla

pfitomna u vétSiny mikroorganismi sekvence, rozpoznavana restrikénim enzymem Hinf I.

6.2.6 Hae lll + Hinf |

Jako kombinace restrikénich enzymi byla pouzita kombinace Hae Il a Hinf I. Byly stépe-
ny tseky se sekvenci GGCC a GANTC. Ve vzorcich Gryllus assimilis, Bombyx mori (hou-
senka), Bombyx mori (kukla) a Galleria mellonella (Obr. 3) vzniklo $est Giseki o ptiblizné
délce 90 bp, 180 bp, 200 bp, 220 bp, 270 bp a 310 bp. U vzorku Escherichia coli (Obr. 4)
vznikly dva useky, tplnym rozstépenim DNA matrice, o ptiblizné délce 180 bp a 220 bp.
Ze vzorku jedlého kvétu (Obr. 4) vzniklo pét usekl o ptiblizné délce 160 bp, 180 bp, 270
bp,330 bp a 380 bp.

Pokud se vzorky porovnavaji mezi sebou, nejsou nalezeny vyraznéjsi rozdily. VéEtsi rozdil
je u Escherichia coli, protoze se jedna o jeden kmen. Rozdil je v mnozstvi rozstépené
DNA u vzorkd jedlého hmyzu a vzorku jedlého kvétu. Malé rozdily byly predevsim v

mnozstvi roz§tépené DNA matrice.

Pro lep$i porovnani rozdild délky fragmenti DNA, by bylo vhodné&jsi pouzit gel s vétSim
mnozstvim agarézy. Pii pouziti 1,8% agardzového gelu nedojde k dokonalému rozdéleni a
bandy jsou pfiili§ u sebe. Pro ur€eni mikrobialni diverzity by bylo vhodné porovnat tyto

1épe rozd€lené fragmenty s databazi [17].

6.3 TGGE

Pro analyzu mikrobidlniho spolecenstva testovanych vzorki byla jako dalsi metoda zvole-
na metoda TGGE. DNA izolovana ze vzorkl byla nejprve amplifikovdna metodou nested

PCR. Pro kontrolu ¢istoty prace byla pfidana negativni kontrola, kterd neobsahovala DNA
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matrici. Nejdiive byly pro 1. stupeil nested PCR pouzivany primery fD1 a rD1. Po prove-
deni PCR byl vzorek nanesen na 1% agardézovy gel s ethidium bormidem v 1x TAE pufru
(Obr. 5).

Kwvtli velmi nizkému vytézku PCR produktu byly v dalsim opakovani pouzity jiné prime-

ry, ato 341f a 907r a cela metoda byla opakovana (Obr. 6).

Obr. 5. 1. stupen 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.

jedly kvet, K. negativni kontrola, 1,0 kbp DNA marker.

Obr. 6. 1. stupen 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. jedly kvét, K. ne-
gativni kontrola, M. 1,0 kbp DNA marker.
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Pro 2. stupeni nested PCR byly pouzity primery GC341f a 518r a psoralen. Psoralen byl
pfidavan pro eliminovani kontaminace. Po provedeni PCR reakce byly produkty PCR na-

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

Obr. 7. 2. stupen nested PCR. M. 1. Gryllus assimilis, 2.
Bombyx mori (housenka), 3. Bombyx mori (kukla), 4. Galle-

ria mellonella, 5. Escherichia coli, 6. jedly kvet, K. negativni
kontrola, 1,0 kbop DNA marker.

Pti 1. stupni nested PCR byly pozménény primery, z divodu malého pocétu detekovatel-
nych vzorkl. Detekovatelné byly vzorky Escherichia coli a jedlého kvétu. Po zméné pri-
merd z fD1 a rD1 na 341f a 907r byla pozorovéana pozitivni zména ve zvétSeni mnozstvi

PCR produktii. Pro 2. stupen nested PCR byly pouZity produkty primert 341f a 907r.

Do 2. stupné nested PCR byl do reakéni smési pfidavan psoralen, aby reagoval s piipadnou
kontaminaci. Negativni kontrola i po pfidavku psoralenu byla pozitivni, pozitivita byla

vyvracena po provedeni TGGE, kde nebyl pfitomen zZadny band.

Nekolik prvnich provedeni vlastni TGGE se nezdatfilo. DNA byla denaturovéna hned na
zacatku gelu. V dal$im provedeni TGGE (Obr. 8) byly vyménény vSechny pouZzivané che-
mikalie: akrylamid, mocovina, glycerol, TEMED, sterilni voda, formamid. TGGE bylo

provedeno znovu za stejnych podminek jako u predchoziho provedeni.
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Obr. 8. TGGE analyza vzorki. 1. Gryllus
assimilis, 2. Bombyx mori (housenka), 3.
Bombyx mori (kukla), 4. Galleria mellonel-
la, 5. Escherichia coli, 6. jedly kvet, K. ne-
gativni kontrola, M. 100 bp DNA standard

TGGE metodou bylo zjisténo, ze kazdy vzorek obsahuje minimalné jeden mikroorganis-
mus. Jako orientacni body byl zvolen standard Escherichia coli. Diky znalosti DNA sek-
vence, ktera obsahuje pfiblizné 50 % GC, bylo mozZno urcit, které bandy zastupuji mikro-

organismy s vétsim % GC a které maji vice % AT paru [34].

Ve vzorku Gryllus assimilis bylo pfitomno asi 14 kmenti, 6 kmenti obsahuje mén¢ nez 50
% GC, 2 kmeny obsahujici ptiblizné 50 % GC, Escherichia coli a 5 kmenti obsahujici vice
nez 50 % GC.
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Ve vzorku Bombyx mori (housenka) byly ptitomny asi 3 kmeny, 1 kmen s méné nez 75 %

GC, Escherichia coli a 1 kmen obsahujici vice nez 50 % GC.

Ve vzorku Bombyx mori (kukla) bylo ptitomno asi 8 kment, 3 kmeny s méné nez 50 %
GC, 1 kmen s 50 % GC, Escherichia coli a 3 kmeny s vice nez 50 % GC.

Ve vzorku Galleria mellonella bylo ptitomno asi 18 kment, 7 kmeni s méné nez 50 %
GC, 2 kmeny ptiblizné¢ 50 % GC, Escherichia coli, a 8 kment obsahujici vice nez 50 %
GC.

Ve vzorku jedlého kvétu bylo pfitomno 10 kmenti, 4 kmeny s méné nez 50 % GC, 3 kme-
ny s priblizné 50 % GC, Escherichia coli a 2 kmeny s vice nez 50 % GC.

Nejvice podobné mikroflora byla u vzorka Gryllus assimilis, Bombyx mori (kukla) a Gal-
leria mellonella, které maji nejvice shodnych bandi a zaroven byly nejvice kmenové boha-

té. Na vzorku Bombyx mori (housenka) byl stanoven nejmensi pocet kment.

Pfi porovnani mikrobialni diverzity tradi¢nich potravin s diverzitou jedlého hmyzu a jedlé-
ho kvétu bylo zjisténo, ze v tradi¢nich potravinach je pfitomna mnohem vétsi rozmanitost
mikroorganismil. Ve fermentovanych potravinach, kde se vyuziva Cistych kultur, jsou tyto
kultury ¢asto sloZeny z riznych kment a poddruhti. Diverzita téchto vyrobki je proto tzce

specificka a neni tak variabilni, jako u vzorkl jedlého hmyzu a jedlého kvétu [21].
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ZAVER

Bakalafska prace se zabyva studiem mikrobidlni diverzity v netradicnich potravinach, jako
je jedly hmyz a jedly kvét. Znalosti mikroflory potravin je ziskan piehled o moznych tech-
nologickych komplikacich pfi zpracovani potravin. Pro stanoveni diverzity jsou pouZzity

metody ARDRA a TGGE.
Na zaklad¢ udajti uvedenych v bakalarské praci, 1ze vyvodit nasledujici zavery:

e Pro detekci mikroorganismi je neni nutné kultivovat a lze detekovat i mikroorga-
nismy, které jsou za béznych laboratornich podminek nekultivovatelné.

e Kultivatnimi metodami zachytime Zivotaschopné a kultivovatelné mikroorga-
nismy.

e Molekuldrnimi technikami mizeme stanovit i jiz usmrcené mikroorganismy.

e Metodami fingerprintu nedokaZzeme rozlisit Zivotaschopné a mrtvé buiky v potra-
vinach.

e Metody fingerprintu jsou mnohem citlivéjsi, ale zdroven naro¢nost na vybaveni la-
boratofe a manuélni zru¢nost je mnohem vétsi nez u kultiva¢nich metod.

e Pro identifikaci kmeni z TGGE metody je nutné vyuZit sekvence, porovnani se
standardy nebo pouziti hybridizace s fluorescen¢ni sondou.

e Ve vzorcich jedlého hmyzu byla prokdzana velka mikrobidlni rozmanitost, zatimco
jedly kvét mél mikrofloru znateln€ chudsi.

e Pifesné zastoupeni mikroorganismll ve vzorcich by bylo ziskdno aZ po sekvenaci

jednotlivych usekli DNA.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CPM celkovy pocet mikroorganismi

MPN metoda pravdépodobného poctu

TGGE gelova elektroforéza v teplotnim gradientu

DGGE  denaturaéni gradientova gelova elektroforéza

PCR polymerazova fetézova reakce

T-RFLP  polymorfismus termindlnich restrikénich fragmentt
rDNA ribozomalni DNA

RFLP polymorfismus délky restrikénich fragmenti
ARDRA restrikéni analyza amplifikované ribozomalni DNA
gPCR kvantitativni real-time PCR

bp part nukleotidi (base pair)
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