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ABSTRAKT

Naplni této diplomové prace bylo pozorovani diverzity mikroflory v medu s vyuzitim
molekularné-genetické fingerprintové metody denaturacni gradientové elektroforézy. V
teoretické Casti byly popsany zakladni fyzikalné-chemické parametry a vlastnosti medu, s
dirazem kladenym na antimikrobidlni aktivitu, diverzitu mikroorganisma nachazejicich se
v medu a moznosti jejich stanoveni. Praktickd ¢ast byla vénovana predevsim
molekularné-genetické analyze mikrobialniho prostiedi u sedmdesati vzorki medu, kde bylo
prokazano a sekvencni analyzou identifikovanych 33 rtiznych bakterii. Nejpocetnéji byly ve
vzorcich zastoupeny nepatogenni rody Lactococcus, Lactobacillus, Acetobacteraceae a
Propionibacterium. Citlivéjsi sekvenaci nové generace se potvrdilo majoritni zastoupeni
bakterii rodu Lactobacillus, s absolutni vét§inou druh Lactobacillus kunkeei. Potvrzené
mikroorganismy byly identifikovany jako bézné€ se vyskytujici v nektaru, travicim traktu

vcely a tlovém prostiedi.

Kli¢ové slova: med, mikrofléora, PCR, DGGE

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to investigate the diversity of microflora in honey using
the molecular-genetic fingerprint method of denaturing gradient gel electrophoresis. The
theoretical part describes the basic physicochemical parameters and properties of honey,
with emphasis on antimicrobial activity, diversity of microorganisms found in honey and the
possibility of their determination. The practical part was mainly devoted to molecular-
genetic analysis of the microbial environment in seventy samples of honey, where 33
different bacteria were demonstrated and identified by sequence analysis. Non-pathogenic
genera Lactococcus, Lactobacillus, Acetobacteraceae and Propioniacterium were most
abundant in the samples. The more sensitive sequencing of the new generation confirmed
the majority of Lactobacillus bacteria, with the absolute majority of Lactobacillus kunkeei.
Confirmed microorganisms have been identified as being common in the nectar, the bee's

digestive tract of bees and the hive environment.

Keywords: honey, microflora, PCR, DGGE
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UvVOoD

"Z véelarstva naucil som sa prirodu vice znati
a Vice milovati, nez z mnoha knih ucenych."

J. A. Komensky

Med bol uz v historii povazovany za vzéacnu, lie¢ivu a zdraviu prospesna surovinu, ktorej
vznik je vysledkom neunavnej a koordinovanej ¢innosti celého vcelstva. Faktory vplyvajtce
na povahu akvalitu medu su roézne, od zdravotného stavu vcelstva, obdobi medorania,
lokality ul'a a povahy botanického zdroja, az po manipulaciu s medom a jeho skladovanie,
ale aj zrucnost' a skusenosti vcelara. Hoci medzi jednotlivymi medmi existuju viaceré
odli$nosti, ich spoloénym unikdtom su ich vynimocné fyzikéalno-chemické vlastnosti.
Vd’aka nim vytvara med pre mikroorganizmy tak nehostinné prostredie, Ze bezpecnost’ jeho

konzumacie je nespochybnitel'na.

Napriek tomu vystava predovsetkym urodi¢ov malych deti otazka, ¢i je bezpecné
konzmovat’ med aj v ranom veku dietata. Pochyby stvisia s faktom, Ze jediné ochorenie

spajané s medom je tzv. dojCensky botulinizmus, ohrozujuci predovsetkym deti do 1 roku.

Ciel'om prace bolo preto izolovat’ a identifikovat’ mikroorganizmy nachadzajtice sa v mede
a zaroven diskutovat’ mozné zdroje kontaminacie medu. V detekcii mikroorganizmov maju
nezastupitelné miesto molekularne-genetické metody, vysledkom ktorych st v porovnani
s kultivaénymi metddami presnejSie, citlivejSie a rychlejSie vysledky analyz. V tejto praci
bola pozornost’ zamerana na stanovenie mikrobidlnej diverzity medu pomocou denaturacne;j

gradientovej gélovej elektroforézy.

K dosiahnutiu tychto cielov bolo v priebehu niekol'ych mesiacov zozbieranych 65 vzoriek
medu od malych a strednych véelarov a zakupenych 5 vzoriek komerénych medov. Vd’aka
rozsiahlosti analyzovanej vzorky medov je ocakdvany komplexny ndhl'ad na rozmanitost’
baktérii nachadzajicich sa vmede a potvrdenie respektive vylicenie pritomnosti
patogénnych baktérii. Prinos prace sa taktiez oakava v moznosti vyuziti zozbieranych

vzoriek k d’alsim analyzam.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MED

1.1 Historia medu

LCudska historia bola vzdy spéta s medom, ale aj s véelarstvom v§eobecne. Najstarsia kresba,
ktora bola zachovana a suvisi so v¢elarenim znazoriiuje medobranie a je starSia ako 12 000
rokov. Kresba pochadza z tzv. ,,Pavucej jaskyne* (zo Spanielskeho ,,Cauveas de la Arana“)
v Spanielsku (Obr. 1). Mozno preto uvazovat, ze med tvoril sadast potravy uz

u prehistorického ¢loveka [1].

Obrazok 1: Nastenna malba v Cauveas de la Arana v Spanielsku [2]

Za priekopnikov vceldrenia su povazovani Krét'ania a Egyptania, ktori uskutocnovali prvé
zname koc¢ovné v¢elarenie, ked’ v noci v hlinenych rurach prevazali véely lod’ou, aby ich cez
deni vypustili vZdy na inom, na vegetaciu bohatom mieste, ¢im vedeli vel'mi zvysit’ vytazok
medu u véelstiev [3]. V kazdom narode ¢i kultire mozno najst’ dokazy o tom, ze med sluzil
nielen ako potravina, ale iako predmet nabozenskych, kuzelnickych a lieitel'skych
obradov [1]. Med bol neobyCajne vzacny, vel'mi drahy a podavany len privilegovanym
osobam, v stredoveku bola dokonca kradez wvéiel v niektorych krajinach trestana
smrtou [3]. Neoby¢ajni tlohu mal tiez v nabozenskych ritualoch, kedy bol, nielen
Egyptanmi, Castokrat darovany bohom ako obetny dar. Okrem toho bol pouzivany pri
mumifikacii a vkladal sa aj do hrobiek faradnov, o com sa zachoval dékaz v podobe 3000
rokov starého medu objaveného v pyramide. Zaujimavé je, ze aj ked med bol

skrystalizovany, bol po hygienickej stranke nezavadny. [1, 4] Samozrejme, nezamenitel'nt


http://valencia-international.com/pre-historic-taste-honey/
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ulohu mal v liecitel'stve, kedy uz grécky lekar Hippokrates v rokoch 460 — 377 pred nasim
letopoctom doporucoval med pri horacke a oSetroval nim zapalené rany. Akokol'vek
neuveritel'ne to znie, v¢ely sa vyuzivali taktieZ ako bojova zbran, kedy napriklad v bitke vo
Svajciarskom kantone Uri na seba znepriatelené strany hadzali vcelie ule. Na naSom tzemi
je taktiez zdokumentované véelarenie Slovanov. V roku 448 popisal grécky filozof Priscus
vpad azijskych Hunov na I'avy breh Dunaja, kedy obyvatelia prinasali namiesto obilia proso
a namiesto vina medovinu a med. Med bol jedinym sladidlom jedal a napojov az do 19.

storo¢ia, kedy jeho privilegované postavenie nahradil cukor [1, 3, 4, 5].

1.2 Tvorba medu

Definiciu medu podl'a slovenskej legislativy stanovuje Vyhlaska ¢. 41/2012 Ministerstva
poédohospodarstva a rozvoja vidieka Slovenskej republiky o mede, kde je med definovany
ako ,,prirodna sladka latka produkovana vcelou medonosnou (Apis mellifera) z nektaru
rastlin, vylu¢kov zivych casti rastlin alebo vyluckov hmyzu cicajuceho zivé Casti rastlin,
ktory vcely zbieraju, pretvarajii a obohacuju vlastnymi Specifickymi latkami, ukladaju,

zahust'uja, uskladnuji a ponechdvaja v plastoch, aby vyzrel [6].

Med, ale aj vSetky vcelie produkty vznikaju ako vysledok koordinovanej prace vcelstva.
Pridal et all. [1] dokonca uvadza, Ze jedna véela by sama nedokazala vyrobit’ med, ¢o len
dokazuje, 0 ak kolektivnu pracu véelstva ide. Uvadza sa, ze na 1 kg medu je potrebné, aby
véela zhromazdila nektar alebo medovicu z najmenej troch milionov kvetov [4]. Z rastlin je
vcelami zbierany bud’ nektar alebo medovica. Nektar je prirodné sladka $tava vylucovana
zlaznatym pletivom rastliny. Naproti tomu medovica je hustd tekutina, vznikajuca ako
vylu¢ok rovnakokridleho hmyzu (Hemiptera), ktora zanechava na rastlinach

kvapdcky vytvarajuce lepkavé povrchy [1, 7].

Samotnd tvorba medu zahffia proces od nasatia nektaru z rastliny véelou, az po uzavretie
nezrelého medu nevzdusnym voskovym vieckom v pléste. Ide o komplexny zlozity proces,
kedy prvym krokom je nasatie sladkych stiav v¢elou a ich uloZenie do medového vacku, kde
dochadza k prvym chemickym zmendm. Po prichode do ula je tato sladina retazovo
odovzdavana d’al$im v¢elam, az nakoniec kon¢i v bunkach plastu. Tam riedky med dozrieva,
az kym sa v nom obsah vody neznizi pod 20 %, kedy vcely bunku uzavrii voskovym
vieckom. V slede tychto reakcii dochadza k viacerym fyzikalno-chemickym reakcidm.
Pocas prenosu sladiny dochadza k obohateniu latkami pochdadzajucich z hltanovych

a pyskovych zliaz v¢iel, najmi enzymami invertaza, diastaza a gluk6zooxidaza (Kap. 2.1.).
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Diastaza je zodpovednd za Stepenie Skrobu az na glukézu, invertdza Stiepi predovsetkym
sachar6zu na glukézu a fruktozu a glukézooxiddza zohrava doleziti  ulohu
v antimikrobialnej aktivite medu, popisanu blizsie v kapitole 2.3. Sladina je tiez obohatena
0 aminokyseliny, pricom v mede je percentudlne najvacsi podiel aminokyseliny prolin.
Dovod, preco véely pridavaji vo vacsej miere prave prolin, nie je objasneny, aj ked’ existuje
hypotéza, Zze zohrava ulohu v spojovani roztoku nektaru alebo medovice s roztokom
enzymov [1]. Okrem vys$$ie uvedenych chemickych reakcii, dochadza tiez k vyraznému
zahusteniu medu. Z velkej miery k nemu dochadza v suvislosti so spdsobom, akym vcela
opakovane nasava sladinu a akym je nasledne odovzdavana medzi véelami. To umozni
Ciasto¢né odparenie vody a Stava sa zahusti. Po ulozeni produktu do buniek plastu je med
d’alej zahust'ovany jeho prenaSanim do d’alSich buniek a pomocou odvetravania celého ula
sa tak dosahuje pozadovana hustota medu. Biochemické procesy dozrievania v§ak pokracujt

eSte nejaky Cas i v zavieCkovanych bunkach [1, 4, 5, 7].

1.3 Delenie medu

Zakladné delenie medu je bud’ podla povodu, alebo podla spdsobu, akym sa med ziskava,
upravuje a uvadza na trh. Podl'a povodu je rozlisovany med kvetovy pochadzajuci z nektaru
kvetov a med medovicovy pochadzajici z medovice. Aj ked’ vo Vyhlaske ¢.41/2012 o mede
nie je definovany, viaceré zdroje uvadzajii aj med zmieSany, vznikajlci zo znasky nektaru
aj medovice, bez vyraznej prevahy jedného z nich. Jednotlivé druhy sa medzi sebou lisia
vlastnost’ami ako st farba, konzistencia, chut’ alebo obdobie znaSky. Med kvetovy pochadza
najmd zjarnej zndsky, vyznaCuje sa bledo Zltou alebo zlatavou farbou a lahkou
stravitelnostou. Medovicovy med je najCastejSie tmavohnedy az cervenohnedy,
s vyraznejSou chutou a ardmou, pochadzajuci najcastejSie z letnej znaSky. Vyraznejsi je
taktiez obsah mineralnych latok, ¢o spolo¢ne s niz§im obsahom glukozy a fruktozy a vySSim

obsahom organickych kyselin zvySuje vodivost’ medovicového medu [6, 8, 9].

Druhé delenie prinadSa prehlad podla spdsobu, akym bol med ziskavany, upravovany
auvadzany na trh. Vo vyssie spomenutej Vyhlaske ¢.41/2012 Ministerstva
podohospodarstva a rozvoja vidieka Slovenskej republiky o mede [6] je toto rozdelenie jasne
definované: ,,Med vytoceny je ziskavany odstred’ovanim odvieCkovanych plastov bez plodu
véiel. Med lisovany sa ziskava lisovanim plastov bez plodu s pouzitim alebo bez pouzitia
zahriatia nepresahujuceho 45 °C. Med plastikovy je med ulozeny do novopostavenych

buniek plastov neobsahujucich plod vciel alebo do tenkych plastovych zakladov
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vytvorenych iba zo vcelieho vosku a uvadzany na trh v zavieckovanych celych plastoch
alebo v Castiach takychto plastov. Odkvapkavany med je ziskavany odkvapkavanim
odvieCkovanych platov bez plodu vciel. Kusovy med alebo rezané plasty v mede je med,
ktory obsahuje jeden druh alebo viac druhov plastikového medu. Filtrovany med je med
ziskany odstraniovanim cudzich anorganickych alebo organickych latok takym spdsobom,
aby sa do zna¢nej miery odstranil pel’. Pekarsky med je med, ktory je vhodny na priemyselné
ucely alebo ako prisada do inych potravin, ktoré sa potom spractvaju; modze mat’ cudziu

chut’ alebo pach, zacat’ kvasit’ alebo uz byt’ skvaseny alebo prehriaty*.
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2 FYZIKALNO-CHEMICKE VASTNOSTI MEDU

Analyza fyzikalno-chemickych parametrov medu je ddlezita k posudeniu faktorov, ako s

kvalita, druh a botanicky povod, popripade pravost medu [9]. Maximalne a minimalne

hodnoty fyzikalno-chemickych parametrov su zévdzne dané Vyhlaskou ¢.41/2012

Ministerstva podohospodarstva a rozvoja vidieka Slovenskej republiky o mede (Tab. 1).

Tabul'ka 1: Hodnoty fyzikalno-chemickych parametrov medu [6]

Limity parametra

tropickym podnebim a zmesi takychto medov a pekarsky

med (max 80)

Fyzikalno-chemicky parameter medu Med Med Med
kvetovy |medovicovy | zmieSany

Sucet obsahu fruktézy a glukézy (g/100 g) min. 60 min. 45 min. 45
Obsah sacharézy (g/100 g)
vynimka: agat biely, lucerna siata, Mensies Banksia, zemolez max. 5 max. 5 max. 5
franctzsky, eukalyptus, zidelnik ohybny, Zidelnik bahenny,
Citrus spp (max. 10); levandul’a, borak lekarsky (max. 15)
Obsah hmotnostného percenta vody (%)
vynimka: vres a pekarsky med (max. 2); pekarsky med z max. 20 max. 20 max. 20
vresu (max. 25)
Obsah latok nerozpustnych vo vode (g/100

P y (g 2 max. 0,1 max. 0,1 max. 0,1
vynimka: lisovany med (max. 0,5)
Elektricka vodivost’ (mS/cm) max. 0,8 max. 0,8 max. 0,8
Obsah vol’'nych kyselin
(miliekvivalenty kyseliny/1000 g) max. 50 | max.50 | max.50
vynimka: pekarsky med (max. 80)
Diastaticka aktivita (¢islo Schadeho stupnice)
vynimka: medy z nizkym prirodzenym obsahom enzymov min. 8 min. 8 min. 8
(napr. citrusové medy) a obsahom HMF najviac do 15 mg/kg
(min 3)
Obsah HMF (mg/kg)
vynimka: medy s deklarovanym pdvodom z regionov s max. 40 max. 40 max. 40
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Aj ked’ sledovanie tychto vlastnosti nemé zasadny vplyv na posudenie bezpecnosti medu
(snad’ len negativny dopad na mikrobiologicku kvalitu v pripade odchylky od pripustnej
hodnoty daného parametra), uréenie parametrov predstavuje dolezity faktor napriklad pri

obchodovani s medom na medzinarodnej Grovni.

2.1 Chemické zloZenie

Cukry tvoria kvantitativne najvyznamnejsiu zlozku medu, s celkovym zastipenim suSiny
v rozmedzi 95 — 99 % [5, 7]. St zodpovedné za vlastnosti ako su energeticka hodnota,
viskozita, hygroskopicita, krystalizacia, ale aj za antimikrobidlnu aktivitu. Aké cukry
a v akom mnozstve st pritomné v mede, zavisi najmé od jeho botanického a geografického
poévodu, spracovania a skladovania [10]. Hlavny podiel tvoria jednoduché cukry — glukdza
a fruktoza, pricom ich sucet patri k legislativne normovanym parametrom uréujicim kvalitu
medu (Tab. 1) [5, 6]. Takmer u vSetkych medov fruktéza tvori majoritni zlozku oproti
glukoéze, s ich vzajomnym pomerom 1 — 1,3. Tento pomer je parameter urcujtci ¢i, a akou
rychlostou bude med krystalizovat’ (Kap. 2.2.). U agatového, vresového a gastanového
medu je tento pomer dokonca vyssi ako 1,3 [5]. Naopak, medy repkové alebo pupavové
obsahuju vyssie mnozstvo glukézy ako fruktézy, a tieto medy tak buda podliehat’ rychlej
krystalizacii [10, 11]. V mede tiez mozno najst’ di- , tri- a oligosacharidy, aj ked’ ich
mnozstvo je oproti monosacharidom skor minoritné. Z disacharidov sa vyskytuje
maltoza (7 %) a sachardza (1 %) [11]. Aj ked je sachardza prirodzenou sucastou nektaru
a medovice, v mede ju mozno detekovat’ len v malom mnozstve. Pri¢inou je jej rozklad
enzymom invertaza, pritomného v hltanovych zlazdch v¢iel, ktory ju Stiepi na
monosacharidy [5]. V niektorych vzorkach medu v$ak moéze byt zvySend, napriklad
levandul'ovy med sachar6zu prirodzene obsahuje vo vysSej koncentracii [11]. Taktiez
vplyvom intenzivnej znasky je presiahnuta kapacita invertazy a nedochadza tak k stiepeniu
vSetkej pritomnej sachardzy, atd sa potom vyskytuje v mede vo zvySenej miere. Obsah
sachar6zy je zavdznym parametrom v posudzovani kvality medu (Tab. 1) [5]. Disacharidy
galaktdza, laktdza a rafindza boli popisané ako latky toxické pre vcely, nakol’ko ich traviaci
trakt neobsahuje potrebné enzymy pre ich stravenie [11, 12]. Z trisacharidov je vyznamna
melecitoza (3 — 20 %) vznikajuca reverznym posobenim invertaz v traviacom trakte
producentov medovice, ktord sa vyznacuje vel'mi intenzivnou krystalizadciou uz v plastoch
[1, 12]. Aj ked vcely dokazu rozlozit' melecitézu na jednoduchsie cukry, trva im to vel'mi
dlho a zat’azuje to ich traviaci systém. Preto ju Casto v¢ely vynasaju v podobe krystalov von

z ula [12]. Specificky pre med je vyskyt dextrinov, oligosacharidov, ktorych percentualne
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zastupenie v mede tvori 10 % v medovicovych a 2 — 3 % Vv nektarovych medoch. Zdrojom
je, podobne ako umelecitdozy, enzymatickd premena substratu v traviacom trakte
producentov medovicového medu [5, 12]. Je potrebné tiez dodat, Ze v mede sa modzu
vyskytnat’ aj neobvyklé vyssie cukry, vac¢Sinou indikujice mieSanie viacerych druhov medu

alebo pridavok réznych lacnych sirupov za i¢elom falSovania medu [7].

Voda prestavuje druht najvacésiu zlozku medu. Jej obsah moéze byt znacne variabilny.
U vigsiny zrelych, neupravovanych medov dosahuje hodnotu v rozmedzi 14 — 19 % [7]. Je
pritom nutné, aby med vyhovoval legislativnym poziadavkam poZadujucich maximalny
obsah hmotnostného percenta vody 20 %. Vynimku tvoria medy vresové a pekdrsky med
s maximalnou pripustnou hodnotou obsahu vody 23 % [6]. Vel'mi nizky obsah vody moze
v dosledku vyraznej viskozity priniest’ problém pri spracovavani a medobrani. Naopak,
vys§i obsah vody prindsa riziko spojené s kvasenim, najmd v désledku pomnoZenia
kvasiniek [11]. S vy$8im obsahom vody st spojené napriklad medy nezrelé, ¢o je typické
pre medy z intenzivnych znasok. Taktiez u melecitéznych medov mozno pozorovat’ vyssi
obsah vody, nakol'ko, ako bolo uz spominané vyssie, dochadza k rychlej krystalizacii medu
uz v plastoch, atak vcelari chct predchadzat’ tejto skutocnosti a k medobraniu dochadza
skor, ako med dozreje [1]. Machadode et all. [11] taktiez uvadzaji, Ze obsah vody mdze
suvisiet’ aj s faktorom, ako je krystalizécia, kedy med v kryStalizovanom stave obsahuje
vy$s$i obsah vody ako v tekutom stave. Tento fakt stvisi so skuto¢nostou, ze pocas
krystalizacie dochadza k uvol'iovaniu vody, ktora bola povodne spojend s glukdzou. Z tohto
dovodu niektoré Stadie naznacuju, ze lepSie kritérium kvality medu by v porovnani
s obsahom vody mohlo byt stanovenie vodnej aktivity, nakol'ko vodné aktivita urcuje
mnozstvo vody dostupnej pre biochemické reakcie mikroorganizmov. Obsah vody sa
stanovuje refraktometricky, podl'a indexu lomu. Orientacne ho vSak moZno stanovit’ aj
stanovenim hustoty medu presnym zvazenim znameho objemu medu [7]. Tento parameter
mozno ovplyvnit’ faktormi ako su technika medobrania alebo skladovanie medu. Vyznamne
zavisi aj na pocasi, vlhkosti vnutri al'a, botanickom pdvode a fyzikalnych vlastnostiach

medu, ako st viskozita a krystalizacia [10].

Organické kyseliny su dolezitou sucastou medu ovplyviujice jeho farbu a chut’, a tiez jeho
fyzikalno-chemické vlastnosti ako su kyslost’ vyjadrena hodnotou pH, elektricka vodivost’
a stabilita [10]. Pochadzaju priamo z nektaru alebo medovice, aj ked’ vznik va¢siny z nich je
spojeny s enzymatickymi premenami substratu pocas dozrievania medu [11]. Celkova

kyslost medu je vyjadrena ako hodnota pH, u medu s priemernou hodnotou v
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rozmedzi 3,9 — 6,1. Medovicové medy maju tieto hodnoty oproti nektdrovym medom vyssie
v dosledku vyssicho obsahu mineralnych latok [5]. Najviac zastupenou kyselinou
v mede (70 — 90 %) je kyselina glukonova vznikajica z glukdzy pdsobenim enzymu
gluk6zooxidaza. Okrem nej bolo v mede detekovanych celkovo viac ako 30 inych
organickych kyselin, pricom k najviac zastupenym patria kyselina octova, citronova,

maslova, mravc¢ia, mliecna, jabléna, stavelova a kyselina glykolova [10, 11].

Mineralne latky tvoria 1 % obsahu suSiny. Ked’ze med odraZa chemické zlozky rastlin,
z ktorych nektar a medovica pochadza, obsah mineralnych latok naznacuje tieZ botanicky
povod medu [10]. Vyznamnejsi je najmé obsah drasliku, prevazujici nad ostatnymi prvkami.
Po nom nasleduju sodik, vapnik, horcik, sira a fosfor. Zo stopovych prvkov st zastipené
najmd Zelezo, med’, zinok a mangin. Na obsah minerdlnych latok st v porovnani
s nektdrovymi medmi ovel'a bohatSie medovicové medy, s charakteristickym vyskytom

striebra, molybdénu, vanadu a cinu [1, 5].

Med obsahuje aj malé mnozstvo vitaminov, najmi komplex vitaminu B pochadzajiceho
z pelovych zin. Vitaminy najdené v mede zahfiaju thiamin (B1), riboflavin (B2), kyselinu
nikotinovl (B3), kyselinu pantoténovt (BS5), pyridoxin (B6), kyselinu listova (B9) a tiez

vitamin C. Vitaminy rozpustné v tukoch sa v mede takmer nenachadzaju [1, 10].

Obsah a aktivita enzymov je jednym z parametrov postudenia kvality medu, nakol’ko patria
medzi zlozky medu s vysokou citlivostou na prehriatie a nevhodné skladovanie [7].
Pociato¢na aktivita enzymov je podmienend celkovym stavom vcelstva a intenzitou znasky,
na ich aktivitu v priebehu spracovania a skladovania medu vplyva najmé sposob vykonania
tychto procesov a teplota [1, 11]. Najdolezitej$imi enzymami medu st diastaza, invertaza

a glukozooxidaza.

Invertaza je enzym pochadzajici z hltanovych Zliaz vciel Stiepiaci sachardézu na glukozu
a fruktézu. V starSej literature mozno jej aktivitu najst’ ako tzv. sachardézové Cislo urcujlice
mnozstvo sacharézy (g) premenené enzymom Vv 100 g medu za danych
podmienok. Je jednym z ukazovatel'ov kvality medu, ked’ze je vel'mi citliva na prehriatie
medu [5, 7].

Diastaza tieZ pochadza z hltanovych zliaz vciel a je zodpovedna za Stiepenie Skrobu na
jednoduché cukry [7]. Hodnota, tzv. diastaticka aktivita, ktora vyjadruje mnozstvo enzymu
konvertujaceho 0,01 g Skrobu za 1 hodinu pri 40 °C, je legislativne stanovena. Na Slovensku

je minimalna hodnota diastatickej aktivity 8 (podl'a Schadeho jednotiek), vynimku tvoria
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medy z nizkym prirodzenym obsahom enzymov (napr. citrusové medy) a obsahom HMF

najviac do 15 mg/kg, kde je pripustna hodnota min 3 [6].

Za antimikrobidlnu aktivitu medu je, okrem iného, vo velkej miere zodpovedny enzym
glukozooxiddza, konvertujuci glukézu na kyselinu glukénovu a peroxid vodika [5]. Blizsie

bude tento enzym popisany v kapitole 2.3.

Hydroxymetylfurfural (HMF) je vyznamnym parametrom hodnoteni kvality medu,
ktorého maximalnu hodnotu stanovuje Vyhlaska 41/2012 o mede (Tab. 1) [6]. Tato
bezfarebna, krystalicka, furanova zltcenina je velmi reaktivna a reaguje S ostatnymi
zlozkami medu, ¢im dochadza k vzniku zltohnedych farbiv. V ¢erstvom a neupravovanom
mede sa obvykle nachadza v mnozstve do 10 mg na 1 kg medu [5]. Jeho obsah sa vsak
razantne zvySuje vplyvom teploty. Mozno tak odhalit’ tepelnti ipravu medu alebo jeho
falSovanie pomocou nekvalitného cukru, ¢im dochidza k vyraznému pozmeneniu jeho
biologickej hodnoty a nutri¢nych vlastnosti. Aj ked HMF v mede pre ¢loveka nepredstavuje

riziko, pre v¢ely je vysoko toxicky [1, 5, 11].

2.2 Fyzikalne vlastnosti

Viskozita predstavuje vyznamny technologicky parameter ovplyviiujuci tok medu pocas
medobrania, cedenia, filtracie a zmieSavania medov, nakol'’ko ¢im je viskozita vySSia, tym
niz$ia je fluidita medu [1, 11]. Vplyv na viskozitu maju faktory ako st druh medu, obsah
vody a teplota. Jej iprava moze byt ziadtca napriklad pri zmieSavani r6znych druhov medu,
kedy vplyvom rdznej viskozity nemusi dojst’ k dokonalej homogenizacii [1]. Moznost
ovplyvnenia procesu modze byt zahriatie medu, kedy zvySenim teploty o 10 °C, ddjde
Kk poklesu viskozity 5 az 10 nasobne [5]. ZvySovanie teploty v§ak musi byt opatrné a nesmie
byt dlhodobé, aby nedoslo k znehodnoteniu medu. Ako bolo uvedené vyssie, viskozita
suvisi aj s botanickym druhom rastliny. Unikdtnym je napriklad vresovy med, vyznacujuci
sa vysokou viskozitou, ktora sa mieSanim vyrazne znizuje, vykazuje tzv. tixotropné

vlastnosti. Na opacnej strane stoji eukalyptovy med, ktory mieSanim naopak hustne [1, 7].

Oproti viskozite je povrchové napitie medu tak nizke, ze mu aj napriek jeho vyssej hustote
umoznuje prenikat’ aj najmensimi netesnostami obalu alebo napriklad pérmi pokozky, o sa

vyuziva najma v kozmetickom priemysle [7].

Index lomu medu suvisi predovsetkym s obsahom vody aje ovplyviiovany teplotou

prostredia a vzorky. Obsah vody je stanovovany refraktometricky, prave prostrednictvom
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merania indexu lomu. Obsah vody patri medzi jeden z najdolezitejSich parametrov kvality,
pretoze ovplyviiuje mikrobiologicku kvalitu a s tym suvisiace ovplyvnenie senzorickych
vlastnosti, dobu skladovania, spracovanie medu a iné. Vyssi obsah vody mozno stanovit’
u nezrelych medov, tzn. u tych, ktoré boli vytocené skor, nez vcely dokoncili konzervaciu.
Do povodne hustych medov modze byt voda tiez umelo pridana nepoctivymi obchodnikmi,
aj ked falSovanie medu zried'ovanim nie je Uplne bezné, nakolko by sa to nepriaznivo
prejavilo na konzistencii medu atiez na pripadnom kvaseni v dosledku pomnoZzenia

mikroorganizmov [5, 7, 13, 14].

Farba medu je vlastnost’ zna¢ne variabilna, ktora je podmienena najma pévodom medu.
Povodcami farby medu su prirodné rastlinné farbiva (flavonoidy, antokyany, karotenoidy,
xyntofyly a chlorofyly) vnesené do medu &innost'ou véiel [5]. Cisto agatové alebo repkové
st medy patriace k vel'mi svetlym. Naopak, k tmavym medom, st radené¢ medy pohankové,
gastanové a medovicové. Farba medu je tiez ovplyviiovana faktormi ako su spdsob
spracovania, kryStalizacia a skladovanie medu. Prikladom je skrystalizovany med, ktorého
pevna krystalickd Cast’ je oproti tekutej Casti svetlejSia, nakol’ko kryStaly glukozy su biele.
Naopak tmavsia farba moéze stvisiet’ s prehriatim medu, kedy sa vplyvom vysokej teploty

meni cukor na karamel [1, 5, 7].

Hygroskopicita, alebo schopnost’ latky pohlcovat’ a udrzovat’ vlhkost,, je spojena s vysokou
koncentraciou cukrov v mede. Spolo¢ne s vlhkostou su prijimané aj pachy. Z tychto
dovodov je kladeny velky doraz na skladovanie medu, najlepsie v hermeticky uzatvorenych
nadobach. V otvorenych nadobach dochadza k absorpcii vzdusnej vlhkosti a med redne.
Uvadza sa, Ze med s obsahom vody v rozmedzi 16,8 — 18,3 % je v rovnovahe so vzduchom

pri priblizne 55 — 60 % vlhkosti vzduchu [1, 5, 15].

Elektricka vodivost’ je fyzikidlny parameter popisujuci schopnost' materidlov viest
elektricky prad. V mede tito schopnost umoziiuje pritomnost minerdlnych latok,
anorganickych iénov a organickych kyselin [10]. U nezriedeného medu je hodnota
elektrickej vodivosti tak nizka, Ze je stanovovana az U jeho 20 % vodného roztoku [7]. Tato
fyzikalna vlastnost’ je tiez vyuzivana K rozliseniu nektarového a medovicového medu, ked’ze
medovicové medy maju vyssiu koncentraciu mineralnych latok a niektorych i6nov, a teda

vys$$iu vodivost’ [5,7,10].

Krystalizacia patri medzi prirodzent vlastnost’ medu. Nespravnou domnienkou niektorych
konzumentov moze byt, ze med krystalizuje v dosledku pridavku repkového cukru alebo

stvisi so zhorSenim kvality. Krystalizdcia je podmienend chemickym zlozenim medu,
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konkrétne jeho vysokym obsahom cukrov. Med sa stava tak presytenym roztokom, tzn. Ze
obsahuje vd¢sie mnozstvo cukrov, ako moze zostat’ v rozpustenej forme. S postupom ¢asu
tak dochadza k vytesneniu Casti cukru z roztoku, a ked’Ze najmenej rozpustnym cukrom je
glukoza, ako prva krystalizuje prave ona. Medzi rychlo krystalizujice medy tak patria
napriklad repkovy alebo agatovy med [1, 5, 8]. Vlastny proces krystalizacie pritom
neprebieha v jednom momente. Ide o0 postupny proces, kedy najskor dochadza k zakaleniu
medu, ktoré naznacuje tzv. nukleaciu alebo vytvorenie zarodo¢nych krystalov. To je
nasledované narastanim tychto krystalov az do makroskopickych rozmerov a med postupne
tuhne [1, 15 ]. Tento proces je urychleny pritomnost'ou pelovych alebo prachovych zrniek,
popripade mechanickym alebo tepelnym Sokom, ked’ze néasledne T'ahSie dochadza
K vytvoreniu zarodo¢nych krystalov. Vyznamny vplyv ma aj teplota. Uvadza sa, ze

v prostredi o teplote vyssej ako 25 °C a nizsej ako 5 °C ku krystalizacii nedochadza [5].

Na vznik a rychlost’, s akou prebicha krystalizacia, vyznamne vplyva druh, a teda aj zloZenie
medu. Proces je napriklad spomalovany fruktdzou, ktora v porovnani s glukézou dosahuje
pri rovnakej teplote stupenn presytenosti az pri vysSich koncentraciach. Z tohto dévodu
medovicové medy krystalizuji pomalSie, ¢i dokonca k nej nedochadza vobec. Rovnaku
schopnost’ ma aj melecitdza, trisacharid, ktory je pri¢inou vel'mi rychlej krystalizacie medov.
V tomto pomerne zriedkavom pripade ku krystalizacii medu dochadza este v plaste, pocas

dozrievania medu, ¢o predstavuje technologicky problém pri medobrani [1, 8, 15].
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2.3 Antimikrobialna aktivita

Med sa uz v minulosti tradi¢ne pouzival ako ucinny liek v liecbe infikovanych ran.
V stcasnosti je taktieZ hojne vyuzivany nielen v domacej liecbe [16]. Jeho lie¢ebné G¢inky
st dané jeho unikatnymi vlastnostami a zlozenim, vd’aka ktorym dochddza k potlaceniu

alebo uplnému zastaveniu rastu a rozmnozovaniu mikroorganizmov.

Jednym z mechanizmov pdsobenia medu proti mikroorganizmom je glukézovo-oxidazovy
systém, kde je prostrednictvom enzymu glukozooxidaza glukdza Stiepena na kyselinu
glukénovi a peroxid vodika, ¢o st latky s vyraznou antimikrobidlnou aktivitou. Najma
mnozstvo peroxidu vodika ma hlavny vplyv na povahu antimikrobidlnej aktivity, pricom
Vv porovnani s baktériami si na jeho obsah citlivejSie mikroskopické huby. Nakolko je
enzym gluk6zooxidaza aktivny len v nevyzretom alebo zriedenom mede a vo vyzretom
mede je tak peroxid vodika v minimdlnom mnozstve, dé sa predpokladat’, Ze peroxid vodika
hra nezamenitelnti wlohu pri inhibicnom pdsobeni na baktérie v procese zretia

medu [17, 18].

Okrem vysSie popisaného, tzv. ,,peroxidového* mechanizmu, existuju aj tzv. neperoxidové
medy. Z komeréne vyuzivanych ide najmid o manukovy med pochadzajici z nektaru
novozélandského krika Leptospermum polygaliflium, ale aj iné, napriklad medy z
levandule [16]. Podstatou antimikrobialneho pdsobenia u takychto medov je pritomnost’
inych latok ako peroxidu vodika, napriklad polyfenolov alebo metylglyoxatu. Prave
metylglyoxat patri k dobre preskimanym latkam, ktoré su v hojne; miere zastipené
vV manukovom mede. Na rozdiel od vysSie spomenutého systému, neperoxidovy systém
vykazuje antisepticky efekt aj pri vy$$om zriedeni, je necitlivy na teplo a svetlo. Okrem toho
zostava neporuseny aj pri dlhodobom skladovani medu, nakol’ko sa jeho koncentracia pocas
zretta a skladovania medu zvySuje vddésledku jeho kontinudlneho vzniku

z dihydroxyacetonu [14, 17, 18].

V mede sa tieZ prirodzene nachddza aj velké mnoZstvo latok vykazujucich
antimikrobialny ucinok, ako su napriklad fenolové kyseliny, lyzozym, benzol, terpény
a defenziny, majice schopnost’ naruSovat membrany baktérii, hub a niektorych virusov,

veducich k destrukcii bunky [19, 20].

Okrem vyssie uvedenych antimikrobidlnych mechanizmov, med sdm o sebe predstavuje
svojim chemickym zlozenim nevhodné prostredie pre rast a mnozenie mikroorganizmov.

Jednou z vlastnosti medu, podporujuce toto tvrdenie, je vysoky obsah cukru (az 80 %),
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a teda vysoky osmoticky tlak. S tym suvisi dostupnost’ vol'nej vody pre metabolické procesy
mikroorganizmov, ktord je vyjadrend ako aktivita vody aw. VAacSina medov ma
aw priblizne 0,6, zatial ¢o mnoho mikrobidlnych druhov vyzaduje na rast aw
medzi 0,94 a 0,99 [21]. Tento stav, kedy je nedostato¢né mnozstvo dostupnej vol'nej vody
pre metabolické procesy mikroorganizmov sa oznacuje ako fyziologické sucho [1]. Taktiez
faktory ako vysSia koncentracia kyselin, ktoré su zodpovedné za nizke pH (3,4 — 6,1)
anizky obsah kyslika suvisiaci s vysokou viskozitou medu, predstavuji pre

mikroorganizmy nekomfortné prostredie [17, 19].

Antimikrobidlna aktivita medu je z&visla na viacerych faktoroch. Doélezité st najmi zdroj
nektaru, a teda druh kvetu, nakol’ko jeho chemické zlu¢eniny mézu antimikrobidlnu aktivitu
zvySovat’ alebo znizovat. Okrem toho, aj samotny kvetinovy zdroj je premenlivy v zavislosti

na sezone a lokalizacii rastlin [19].

Velky vplyv ma aj spracovanie, pripadné riedenie a skladovanie medu. Bogdanov et all. [14]
taktiez v $tadii popisuju vplyv podmienok skladovania medu na antimikrobialnu aktivitu,
podrla ktorej pre jej podporenie je vhodné skladovat med na chladnom a tmavom mieste
(Obr. 2).

Table 6. Effect of Heat, Light and Storage Time on the
Antibacterial Activity of Honey; the Antibacterial Activity Is
Expressed in % of the Untreated Controls [63]
Non-peroxide Peroxide
activity activity
light dark light dark
Storage: 15 months rt
Blossom honey 76 86 19 48
Honeydew honey 78 80 63 70
Heat: 15 min 70°C
Blossom honey 86 8
Honeydew honey 94 78
rt = room temperature 15-20°C.

Obrazok 2: Vplyv faktorov na antimikrobialnu aktivitu medu [14]
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3 MIKROBIALNA DIVERZITA V MEDE

Vsetky mikroorganizmy si vyzaduji dostupnost’ zivin, ktoré poskytuji uhlik, dusik,
mineraly a vodu. V pripade akéhokol'vek obmedzenia dostupnosti jedného z tychto
klacovych zdrojov, dojde k zhorSeniu mikrobidlneho metabolizmu [21]. Vzhl'adom na
antimikrobidlnu aktivitu medu a jeho fyzikélno-chemické zloZenie, by sa zdanlivo dalo
predpokladat, Ze med poskytuje nato’ko nehojné podmienky, ze v ilom nemozno ocakéavat’
takmer ziadne mikroorganizmy. Napriek tomu sa vV mede nachadzaju také mikroorganizmy,

ktoré svoj metabolizmus dokézali prispdsobit’ nehostinnym podmienkam.

Olaitan et all. [22] vo svojej $tadii uvadzaji zoznam mikrobov najcastejSie detekovanych

v mede (Obr. 3).

Table 1. Microorganisms found in Honey
Bacteria Yeasts Moulds
Alcaligens Ascosphaera Asperhillus
Achromobater Debaromyrces Alihia

Bacillus Hansenula Bettsia alvei
Bacteridium Lipomyrces Cephalosporium
Brevibacterium Nematospora Chaetomium
Citrobacter Qosporidium Coniothecium
Clostridium Pichia Hormiscium
Enterobacter Sczcchm'om}'ces Peronsporoceae
Escherichia coli Schizosaccharomyces ~ Peyronelia
Erwinia ﬁfcbospurium Triposporium
Flavobacterium Torula Uredianceae
Klebsiella Torulopsis Ustilaginaceae
Micrococcus Zygasaccharomyces

Neisseria

Pseudomonas

Xanthomonas

Obrazok 3: Mikroorganizmy nachadzajuce sa v mede [22]

Celkovy pocet mikroorganizmov vyskytujucich sa v mede sa pritom odhaduje v rozmedzi
od 0 po desiatky tisic kolonii tvoriacich jednotiek na 1 gram medu. Pritomnost
mikroorganizmov v mede je vSak zna¢ne premenlivy tdaj. Premenlivost’ stuvisi s faktormi

ako su typ, kvalita, vlastnosti a skladovanie analyzovaného medu [23].
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Vzhl'adom na antimikrobidlne vlastnosti medu su tiez zaujimavé S$tidie zamerané na
schopnost’ jednotlivych mikroorganizmov prezit v tomto prostredi. V ramci analyz boli
zavedené do medu vegetativne formy prirodzene sa nevyskytujicich patogénnych
mikroorganizmov abol pozorovany ¢as ich prezitia v zavislosti na réznych teplotach
skladovania, na ré6znom riedeni medu a pod. Taktiez bola analyzovana moznost’ prenosu
patogénnych mikrobov z 'udskych vykalov na med prostrednictvom vcely. Tato hypotéza
sa ukazala ako vel'mi nepravdepodobna [23]. Viaceré $tadie preukazali, ze vegetativne
formy baktérii v mede dokazu pretrvat’ len niekol’ko dni az tyzdniov, v zavislosti na druhu a
podmienkach, aj ked vynimku tvorili medy skladované pri nizkych teplotach, kde
mikroorganizmy prezivali dlhodobejSie. Spory sporulujicich baktérii s naopak casto
pritomné v analyzovanych vzorkdch medu, ich vykli¢enie je vSak vysoko
nepravdepodobné. O pritomnosti alebo pretrvavani virusov a parazitov nie su Zziadne

dostupné informacie [23,24].

Moznosti, akymi mozno popisat’ mikrobidlnu diverzitu medu je hned’ niekol’ko. Mozno
uvazovat’ rozdelenie do Styroch skupin: (1) mikroorganizmy bezne vyskytujice sa v mede;
(2) mikroorganizmy stvisiace so sanitarnou a obchodnou kvalitou; (3) mikroorganizmy
sposobujuce za urcitych podmienok ochorenie a (4) mikroorganizmy spdsobujice ochorenia

véely medonosnej [23].

Mikroorganizmom patriacich do prvych troch skupin bude venovana pozornost’ v kapitolach
nizsie. Stvrta skupina nie je pre ¢loveka zdraviu nebezpeéna, ale ¢asto dochadza k prenosu
mikroorganizmov Vv ramci vcelstiev [5]. V najvdcSej miere je =zastipena druhmi
Paenibacillus larvae, Paenibacillus alvei, Aspergillus, Ascosphaera apis a Nosema apis.
Najvyznamnejsi veeli patogén je Paenibacillus larvae, sposobujuci mor véeliecho plodu,
pri¢om su citlivé vylucne larvy mladSie ako 53 hodin, starSie larvy a dospelé vcely nie st
postihnuté. Patogén sa vyskytuje vo vegetativnej forme alebo v podobe spor, pre véely st
vSak infek¢éné len spory. Larvy sa nakazia prehltnutim spor v prijimanej potrave, nasledne
Vv ich traviacom trakte dojde k vykli¢eniu spor, baktérie sa pomnozia, larvy tak hynt na

celkovi sepsu a po uhyne sa formuji nové spory [25].
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3.1 Delenie podl’a zdroja kontaminacie

Jednou z moznosti delenia mikroorganizmov v mede je prehl'ad podl'a spdsobu, akym sa

patogény dostali do medu.

3.1.1 Primarna kontaminacia

V pripade primarnej kontaminacie je zdrojom samotna vcela, popripade ul'ové prostredie
a k prenosu mikrobov dochadza prostrednictvom pel'u, nektaru, prachu, vzduchu, pddy
a traviaceho traktu vcely. Je zrejmé, ze tato cesta prenosu je takmer neovplyvnitelna.
K prenosu patogénov dochadza uz u lariev, kedy larvy v ranom §tadiu vyvinu su prakticky
sterilné akich kontaminacii dochddza v priebehu kimenia dospelymi vcelami
prostrednictvom potravy, tzn. pel'u a nektaru z vonkajSieho prostredia [23, 27]. Mikrobialna

diverzita jednotlivych zdrojov primarnej kontaminécie je uvedena v Tabulke 2.

Tabul'ka 2: Mikrobialna diverzita zdrojov primarnej kontaminacie medu [23]

Zdroj kontaminacie Druh mikroorganizmu
A Actinetobacter, Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,

Foda Pseudomonas, Psychrobacter a Vagococcusare
Vzduch a prach Bacillus, Clostridium a Micrococcus

Bacillus a Clostridium, kvasinky Saccharomyces a Torula
Cukor (najma u vlhkych cukrov)

Brochothrix,  Citrobacter,  Enterobacter,  Erwinia,
Rastliny a nektar Flauobacterium, Lactobacillus, Luctococcus, Leuconostoc,

Listeria a Pediococcus

Kvasinky, Bacillus, Bacteridium, Streptococcus a
. Clostridium, Achromobacter, Citrobacter, Enterobacter,
Crevna mikroflora L L ) . .
Erwinia, Escherichia coli, Flavobacterium, Klebsiella,

Proteus a Pseudomonas
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3.1.2 Sekundarna kontaminacia

Sekundarna kontaminacia je v porovnani s primarnou vel'mi dobre ovplyvnitel'nd, ked’ze
ide 0 kontaminaciu medu zo zariadeni, budov, v¢elarskeho vybavenia a ¢loveka [28, 29].
Ak doslo ku kontaminacii medu, ktory nebol upravovany, a teda jeho fyzikalno-chemické
a antimikrobialne vlastnosti neboli zmenené, mézu med kontaminovat’ v podstate akékol'vek
mikroorganizmy, ktoré maju schopnost’ odolavat’ tymto podmienkam. Ako uz bolo uvedené
vysSie, v tomto pripade mozno ocakavat’ najma spory sporulujicich patogénov. V pripade
ak vSak dojde k pozmeneniu tychto Specifickych vlastnosti (napriklad riedenie), vytvori sa
tym prostredie, kde mozno oc¢akavat’ vyskyt aj takych mikroorganizmov, ktoré by tam za
prirodzenych podmienok neprezili [30]. Obmedzenie moznosti sekundarnej kontaminacie
tak mozno vel'mi dobre ovplyvnit, napriklad aj prostrednictvom spravnej hygieny pri

manipulacii s medom [24, 31].

3.2 Delenie podl’a patogenity

Mikroorganizmy vyskytujuce sa v mede mozno tiez rozdelit podla patogenity na

nepatogénne a patogénne.

3.2.1 Nepatogénne mikroorganizmy

Nepatogénnou mikroflérou v ¢reve veéely medonosnej, ktora je zaroven sticastou medu, su
probiotické baktérie rodu Bifidobacteria, Bacillus a Lactobacillus. Tato mikroflora vykazuje
sezonne kolisanie, ¢o je spajané najmé so spésobom vyzivy veely, nakol’ko v lete potravu
tvori predovSetkym nektar a pel’, kym v zimnom obdobi je potravou najméi cukor, med
a materska kasicka [28]. V nevyzretom mede mozno preukazat’ baktérie tolerujuce vysoky
obsah cukrov, ako su Gluconobacter a vyssie spomenuty Lactobacillus. Tieto ale postupne
vymiznu v priebehu zrenia, nakol’ko v mede prebehnu fyzikalno-chemické zmeny stivisiace

najmé s poklesom obsahu vody pod 20 % [24].

Gluconobacter oxydans patri medzi gram negativne aerébne baktérie disponujice
jedine¢nou vlastnost'ou vstrebavat’ cholesterol, a tym znizovat’ jeho absorpciu v I'udskom
tele. Okrem toho bola preukazana ich schopnost’ prezit’ aj v podmienkach vel'mi podobnych
zaludo¢nému prostrediu, tzn. pri nizkom pH a v prostiedi o 2 %-nej koncentracii zI¢ovych
kyselin. Po poziti medu im tak tieto schopnosti davaja predpoklad absolvovat’ transport cez

zaltidok az do tenkého ¢reva, kde posobia prospesne ako tzv. probiotika.
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Taktiez sa podarilo izolovat’ zo v¢iel a z medu 13 druhov baktérii mliecneho kvasenia.
NajpocetnejSie zastupenie mal pritom rod Lactobacillus so schopnost'ou inhibovat’ rast inych
mikroorganizmov pomocou tzv. bakteriocinov, proteinov s inhibicnym u¢inkom voci

niektorym mikroorganizmom [10].

3.2.2 Patogénne mikroorganizmy

Vstup patogénnych mikroorganizmov do medu je realizovany prostrednictvom primarneho
alebo sekundarneho prenosu, podrobnejSic popisanych vyssie (Kap. 3.1.). Oproti
patogénnym formam plesni a kvasiniek, ktoré boli ndjdené v mede aj vo vegetativnej forme,
nalez vegetativnych foriem patogénnych baktérii v mede indikuje jeho sekundarnu
kontaminaciu tesne pred stanovenim. Téato skutocnost je dand antimikrobidlnymi
vlastnostami medu, ktora neumoziuje ich prezitie po dlhsiu dobu. Naopak, vo vzorkach
mozno potvrdit' pritomnost’ spor sporulujucich mikroorganizmov rodu Bacillus
a Clostridium. Spory st bud’ vélenené do medu samotnymi véelami pocas zberu pelu
anektaru alebo nedostato¢nou hygienou zariadenia a neopatrnym zaobchadzanim pri

manipulacii s medom [10, 29].

Kvasinky v mede predstavuju pre véelarov vyznamny faktor znizovania kvality medu.
Najmé osmofilné druhy, ktoré toleruju prostredie s vysokym obsahom sacharézy, nizkeho
pH a nizkej vodnej aktivity hraji vyznamnu rolu pri kvaseni medu [27]. Tento jav, ktory
v mede prebieha najmi pocas skladovania, spdsobuje velké ekonomické straty, nakol'ko
dochddza k znehodnoteniu kvality medu vplyvom zmeny vyZivovych zloZiek a tieZ
rozvojom senzorickych vad, ako su napriklad neZiaduca voia a kysla chut. Cinnostou
kvasiniek dochadza totiz k premene sacharidov na alkohol, ktory sa vplyvom vzdu$ného

kyslika meni na kyselinu octovi, ¢o zvysuje kyslost’ takto kvasiaceho medu [27, 32].

Povod kvasiniek v mede je rézny. Zdrojom jednak moze byt pdda, vzduch a rastliny
z vonkajSieho prostredia, ale aj telo veely, popripade tieZ cukor, ktorym sa véely prikrmuju
na zimu. Rizikovou surovinou je najméd vlhky cukor, kde je vySSia vodnd aktivita,
umoziujuca rast kvasiniek vo viésej miere [23, 28]. Medzi vodnou aktivitou a mnozstvom
kvasiniek v mede existuje totiz priama umernost [31]. Ak napriklad dojde k uprave
napriklad riedenim a med by sa zriedil tak, Ze bude obsahovat’ aspon 20 % vody, ako prvé
sa zafnu rozmnozovat osmofilné kvasinky, najmd rod Zygosacharomyces, s typickym
rastom len na povrchu medu, ked’ze k rozmnozovaniu vyzaduju kyslik. Kvasenie v celom

objeme je zase typické pre kvasinky rodu Torula a Torulopsis [1]. Dominantné zastipenie



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

medzi kvasinkami izolovanymi z medu ma Sacharomyces cerevisiae. Medzi d’alsie kvasinky
izolované z medu patria tiez druhy Rhodotorula, Hansenula, Lipomyces, Debaryomyces
alebo Cryptococcus [10, 23]. Pocet kvasiniek vo vzorkach medu je premenlivy, zvy¢ajne sa

udava rozmedzie medzi 0 az 100 000 kolonii tvoriacich buniek na 1 g medu [19].

Ako zdroj plesni sa uvadza traviaci trakt véely, al’ a prostredie, v ktorom véely Ziju alebo,
podobne ako u kvasiniek, m6zu pochadzat’ z cukru pri prikrmovani v¢iel [23]. Potraviny,
ateda aj med, napadnuté plesiami sa vyznacuji makroskopicky viditelnym micéliom,
typickym zapachom a senzoricky neprijemnou chutou. Co je vSak zavaznejsie, plesne
produkuju tzv. mykotoxiny, prirodné toxiny nebielkovinovej povahy vznikajuce ako
produkty ich sekundarneho metabolizmu. Hlavnymi producentmi mykotoxinov s rody
Aspergillus, Alternaria, Fusarium a Penicillium [27,33]. Kac¢aniova et all. [28] na analyze
50 vzoriek slovenského medu uvadza najvacsie zastipenie druhov Aspergillus flavus, Mucor
sp., Cladosporium cladosporioides a Penicillium. Zoznam vsetkych plesni, ktoré boli

identifikované v mede je uvedeny v Tabulke 2.

V pripade vyskytu baktérii v mede ide prevazne o spéry sporulujicich mikroorganizmov
rodu Bacillus a Clostridium. Okrem nich sa mozu vyskytnit’ taktiez koliformné baktérie a
zastupcovia rodu Salmonella, obe indikujice environmentalnu a fekalnu kontaminaciu
medu, iked niektori autori pripisuju ich vyskyt skor kontaminacii z hmyzu,
nevhodnému manipulaénému prostrediu a nedostatonej urovni sanitacie. V désledku
nespravneho zaobchddzania s medom moZzno v mede detekovat aj pritomnost’

Staphylococcus aureus [34].
Rod Bacillus

Znacne variabilny rod tvoreny desiatkami aZz stovkami druhov, zahffia grampozitivne,
aerobne, pripadne fakultativne anaerdbne ty€inky, prostrediu vel'mi prisposobivé. Tieto
baktérie su radené medzi sporulujiice mikroorganizmy, pricom u rodu Bacillus tvorba
spor prebieha len za pritomnosti kysliku, nakol'ko energiu pre ich tvorbu bunka
ziskava predovSetkym oxidaciou zasobnych lipidov =z cytoplazmy [33]. Viaceré
analyzy vzorieck medu naznacujui vyskyt baktérii rodu Bacillus s pomerne vysokou
frekvenciu, najcastejsie zastupcovia druhov B. cereus a B. coagulans, d’alej B. megaterium
a B.alvei [23].
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Rod Clostridium

Rod obsahujuci viac ako 80 druhov tvoria grampozitivne ty¢inky. Na rozdiel od rodu
Bacillus, klostridia pre svoj rast vyzaduji anaerdbne prostredie, aj ked’ niektoré druhy su
schopné tolerovat’ aj malé mnozstvo kysliku. V prirode st zna¢ne rozsirené. Aj ked’ vacSinou
ide o saprofyty, niektoré klostridia st schopné vyvolat ochorenie l'udi, ato najmi
prostrednictvom produkcie exotoxinov. Ide najma o druhy C. botulinum, C. difficile, C.
perfringens a C. tetani [35]. Podobne ako predchadzajuci rod, patria aj klostridia medzi
sporulujice mikroorganizmy. Ovalne spory su pritomné v pdde, vode, prachu a mozu
kontaminovat’ potraviny. Si vel'mi odolné voc¢i nepriaznivym podmienkam vonkajSicho
okolia, ako je teplota, ziarenie, nizky obsah vody arozne chemické latky, vratane
dezinfekcie [33, 35]. Za tak zna¢nu rezistenciu st z vel'kej miery zodpovedné takmer miziva
vodna aktivita v ich Strukturach a tiez vapenaty obal. Na ich inaktivéaciu je potrebné vystavit
ich extrémnym podmienkam, ako je teplota vyssia ako 120 °C po dobu viac ako 20 minut,

kyslé pH alebo pouzite dezinfekénych prostriedkov oznacené ako sporocidne [36].

Zo vzorieck medu su Casto izolované spory baktérie C. botulinum [23]. MnozZstvo
detekovanych spor v mede je pritom udaj znacne variabilny, uvédza sa, Ze obvykle je
pocet 0,01 spoér na 1 g medu, ale niektoré analyzy uvadzaji ovel'a vyssie ¢islo — 5 az 80 spor
na 1 g medu. Jeden z dovodov by mohol byt narast mnozstva spor napriklad v dosledku
ochorenia v¢elstva hnilobou véelieho plodu, kedy sa v uhynutych larvach méze vel'mi I'ahko
mnozit' mikroflora sprevadzajuca toto ochorenie. Med z takychto vcelstiev tak moze byt
silne infikovany [1]. Druh Clostridium botulinum je heterogénna skupina baktérii
kontaminujiica podu, vodu, prach apotraviny. Spéry v kontaminovanej potrave za

anaerobnych podmienok vykli¢ia na vegetativnu formu, ktora ma vlastnost’ tvorit’ toxin [37].

Toxiny maju zhodny biologicky t€inok, ale réznu antigénnu Struktaru, podl'a ktorej sa delia
na antigénne typy A — G. Kym toxiny typu A, B, E a vzacne F st patogénne pre ¢loveka,
toxiny C, D a G spdsobuju ochorenia cicavcov, vtakov a ryb [36]. Klostridia produkujuce
toxin A su kontaminantmi hlavne ovocia a zeleniny, v misovych vyrobkoch je mozné
izolovat’ predovsetkym klostridia produkujuce toxin B [33]. Botulotoxin je bezfarebny, bez
chuti avone as letalnou davkou menej ako 1 pg je povazovany za najsilnejsi znamy
bakterialny toxin. Do prostredia je uvolnovany po rozpade buniek. Je radeny do kategorie
tzv. neurotoxinov, nakol’ko jeho u¢inkom dochddza k blokécii uvol'iovania acetylcholinu,
latky zodpovednej za prenos vzruchu z nervov na svaly. Najvécsia toxicita bola preukazana

u toxinu A, ktory ma najvacsiu afinitu k nervovému tkanivu [35, 36, 37].
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Botulotoxiny su zodpovedné za ochorenie oznacované ako botulizmus. Klinické prejavy
samierne liSia podla sposobu ndkazy a zahriiujii svalovu slabost, zdpchu, rozsirené
zrenicky, bolest” brucha, Ciastoénu paralyzu a v niektorych pripadoch aj smrt’ v désledku
paralyzy dychacicho svalstva [36]. K ndkaze dochadza hned’ niekol’kymi sposobmi. Clovek
moze pozit' botulotoxin v potrave, kde doslo k pomnozeniu klostridii a nebola dostato¢ne
tepelne opracovana, tzv. alimentarna nadkaza. Druhou cestou nakazy je pozitie spor, ktoré
nasledne vykli¢ia a mnoZia sa v éreve. Dalfou cestou nakazy je intoxikacia rany, tzv. ranny

botulizmus. Specialnou formou ochorenia je dojéensky botulizmus [37].

Dojcensky botulizmus je jedinym ochorenim spajajucim sa s medom [23]. Najviac
ohrozenou skupinou st deti mladSie ako 1 rok, najéastejSie vo veku
od 1 do 6 mesiacov [38]. V mede nedochadza k produkcii toxinov, nakolko klostridia sa
vV lom nenachadzajii vo vegetativnej forme, ale vo forme spor. Spory nie je mozné znicit,
Vv pripade vystaveniu medu extrémnym podmienkam potrebnych k ich eliminécii, by doslo
k znehodnoteniu medu. Spéry su za normalnych okolnosti po konzumacii takto
kontaminovaného medu vplyvom ¢revnej mikroflory zni¢ené v traviacej sustave ¢loveka.
Situdcia je vSak ind u malych deti, ked’Ze ich ¢revna mikroflora nie je dostatocne vyvinuta.
Spory tak kolonizuju ¢revo a vzhl'adom na absenciu mikroflory, mozu vykli¢it' a produkovat’
botulotoxiny [36, 37, 39].

Klinicky obraz st len nespecifické priznaky ako zapcha, slaby pla¢, neschopnost’ sat,
Vv pripade zdvaznejSieho stavu postupna ¢iastocna paralyza a Vv letdlnych pripadoch zéstava

dychania [36].

Vyskyt doj¢enského botulizmu bol po prvy krat potvrdeny v roku 1976 v USA. Napriek
tomu, ze ide o pomerne vzacne ochorenie, v USA bolo v rokoch 2001 — 2014 zachytené
priemerne 80 — 110 potvrdenych pripadov za rok a tejto krajine tak patri celosvetové
prvenstvo. Vyskyt v Eurdpe je nizky, aj ked’, pravdepodobne vplyvom lepSej diagnostiky,
ma mierne vzostupny trend. Od roku 2006 do roku 2012 ide o 54 pripadov. Celkova
umrtnost dosahuje menej ako 2 %, vo vacSine pripadov neurologické nasledky

nepretrvavaju a dojde k uplnému uzdraveniu [37].
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4 METODY IDENTIFIKACIE MIKROORGANIZMOV

Metod identifikacie mikroorganizmov je hned’ niekol’ko. Predpokladom kultivacnych metod
je rast a mnoZenie mikroorganizmov za podmienok, ktoré vyzaduji pre svoj metabolizmus,
ako st zdroj uhlika, vzt'ah k teplote, kysliku, vlhkosti a iné Specifické nutri¢né poziadavky.
Biochemické metddy su zalozené na sledovani a analyze biochemickych charakteristik,
ktoré su Specifické pre konkrétny rod alebo druh mikroorganizmov, ako st tvorba enzymov,
produkty metabolizmu, utilizacia ur€itého substratu a iné [40]. Od tychto tradi¢nych metod
sa vSak pomaly upusta a st postupne nahradzované modernymi, presnejsimi metédami.
Do6vodom ustupovania kultivaénych metdd je pracnost’, asova naro¢nost’ metddy a jej
nepresnost’ [40, 41]. Vysledky kultivacie mozu viest' k chybam a skreslenym vysledkom,
ked’Ze vacsinou chyba dostatok poznatkov o skutocnych podmienkach a kultivaéné médium
tak nereprezentuje skuto¢né prostredie sohladom na faktory potrebné k rastu
a metabolizmu. Okrem toho odhady ukazuja, ze az 99 % vSetkych mikroorganizmov nie je

mozné izolovat’ ako ¢isté kultury a kultivovat’ ich [42, 43, 44].

4.1 Molekularne-genetické metody

Kvalitu identifikacie vyznamne zvysili techniky molekularne, zalozené na detekcii
Specifického useku DNA alebo RNA mikroorganizmu. Techniky tzv. fingerprintu vytvaraja
»geneticky odtlacok* reprezentujici genetickt mikrobiadlnu diverzitu komunity konkrétneho
prostredia. Ide 0 metddy pomerne rychle, vel'mi citlivé, avsak limitované nutnost'ou izolacie
geneticke;j informacie z analyzovaného  prostredia. Jednou Z najbeznejsie
pouzivanych metdd je denaturaéna gradientova gélova elektroforéza (DGGE), pomocou
ktorej bola v tejto praci sledovana mikrobialna diverzita medu. Tato metoda je spojena s
technikou polymerazovej retazovej reakcie (PCR), pomocou ktorej je dosiahnuté

mnohonasobné zmnozenie vybraného useku DNA [40, 41, 42].
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4.1.1 Polymerazova ret’azova reakcia

PCR (z anglického ,,Polymerase Chain Reaction®) je metdoda umoznujlica mnohonasobné
zmnozenie konkrétnej vybranej nukleotidovej sekvencie DNA alebo RNA, ktora je
vymedzena pomocou pripojenia dvoch kratkych oligonukleotidov, tzv. primerov [45]. Tie
st navrhnuté tak, aby hybridizovali pri rovnakej teplote, a preto je nutné, aby mali rovnaka
alebo takmer zhodnu teplotu topenia. Zaroven je potrebné, aby boli komplementarne ku
koncovym sekvenciam oblasti, ktora ma byt zmnozena. Syntéza DNA je umoznena aj vd’aka
termostabilnej DNA polymerdze, ktora zabezpecuje syntézu DNA tuseku na oboch
matricovych vlaknach [41]. Sucastou reakénej zmesi je aj zmes Styroch
deoxynukleotidtrifosfatov (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), tvoriace stavebné sucasti novo
vznikajicej DNA, taktiez pufor s obsahom hore¢natych ionov a voda v kvalite pre PCR [45].
Samotna reakcia zahfna tri, cyklicky sa opakujuce kroky, pricom kazdy z nich prebieha za
inej, Specificky danej teploty. Prvy krok, prebiehajici za teploty 94 °C, predstavuje
denaturaciu templatu, kedy dochadza k rozruseniu vodikovych mostikov medzi bazami,
dvojretazova DNA sa rozvolfiuje a vznikaju tak dva samostatné retazce. V drunom kroku
dochadza k zniZeniu teploty na 30 — 65 °C, ¢o je teplota potrebna k pripojeniu (hybridizacii)
primerov, tzv. annealing. Zaroven sa na miesto nasadnutia primerov viaze DNA
polymeraza, pre ktoru tato teplota predstavuje teplotné optimum. Vlastnd syntéza
(elongacia, polymerizacia) novych usekov DNA je tretim a poslednym krokom PCR,
prebiehajica za teploty 65 — 75 °C, kedy vznika nové, komplementéarne vlakno k povodne;j
matrici [40, 45, 46]. Tieto tri kroky tvoria jeden PCR cyklus, celkovo s opakovanim 25 az
35-krat, pricom postupnym opakovanim exponencialne vzrasta pocet kopii vybraného tseku
DNA. Reakcie prebichaji v termostatickom zariadeni, ktoré presne riadi a reguluje vyvin
teplot pocas reakcie, v tzv. termocykleri. Analyza PCR produktu je umoZznena pomocou
elektroforetického delenia v agarézovom géle s farbivom, najcastejsie etidium bromidom,
ktory sa interkaluje medzi bazy DNA a pod UV svetlom fluoreskuje, ¢o umoziiuje
vizualizéciu. Identifikacia fragmentu je vykonavand na zaklade jeho porovnavania so
Standardom obsahujacim fragmenty o0 znamej velkosti. PCR metdda je najcastejSie

kombinovana s d’alSimi molekuldrne-biologickymi metédami [40, 41, 45, 46].
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4.1.2 Denaturacna gradientova gélova elektroforéza

Ako bolo uz uvedené vyssie (Kap. 4. 1.), pre stadium mikrobialnej diverzity vzorku, ale aj
k odhalovaniu bodovych mutacii DNA, sa vyuziva denaturacna gradientova gélova
elektroforéza. DGGE (z anglického ,,Denaturing Gradient Gel Electrophoresis®) nachadza
uplatnenie vo viacerych odvetviach mikrobiologie, nakol’ko jej vysledkom je odtlacok
mikrobialnej komunity prostredia, z ktorej bola DNA izolovand. Analyza diverzity
mikroorganizmov je Casto zalozend na identifikacii bakterialneho génu 16S rRNA, kodujici
ribozomalnu RNA v malej ribozomalnej podjednotke 16S [42, 43]. Vdaka vel'kému poctu
variabilnych oblasti je tento gén povazovany za univerzalny fylogeneticky marker
umoziujuci identifikdciu mikroorganizmov na turovni druhu az rodu. Molekuly
ribozomalnej RNA naviac patria medzi najviac evolu¢ne konzervované makromolekuly vo
vSetkych zivych organizmoch. Ich vyhoda spoéiva v univerzalnosti, vhodnej velkosti
poskytujlicej dostatocné mnozstvo nukleotidov na porovnanie sekvencii a zaroven su

dostato¢ne malé, aby umozinovali pohodlnt analyzu [47].

Principom metody je separacia priblizne rovnako vel’kych fragmentov DNA majacich roéznu
sekvenciu nukleotidov v polyakrylamidovom géle [40, 42]. K separacii dochadza na zaklade
ich stupna denaturacie, priCom plati nepriama imera medzi pohyblivostou fragmentov
a linearnym gradientom denaturaénych ¢inidiel (zmes mocoviny a formamidu) [40, 43].
Rychlost’ denaturacie je dana sekvenciou nukleotidov a najma poctom vodikovych mostikov
medzi jednotlivymi nukleotidmi. Kym medzi parmi A-T sa nachadzaji dve vodikové vézby,
par G-C je fixovany troma vodikovymi vizbami, ¢o im ddva vyssiu stabilitu voci denaturdcii
[45, 48]. Fragment DNA sa elektroforeticky pohybuje v géle az do chvile, kedy vplyvom
urCite] koncentracie denaturaénych cinidiel dojde k denaturacii dvojvlaknove; DNA
(dsDNA) na jednovldknoviit DNA (ssDNA), ¢o ma za nasledok jeho spomalenie az tplne
zastavenie [40]. Muyzer a kol. [54] popisuje pouzitie aj tzv. GC-svorky, kratkej sekvencie
bohatej na GC pary, ktorej tloha spociva najmd v zabraneni uplnej disociacii dsDNA na
jednoret'azové formy. V mieste GC-svorky retazce denaturuja horsie, usek DNA so svorkou
vytvori tvar pismena Y azadrzi ju tak v géle vspravnej pozicii tam, kde nastala
povodna denaturdcia. Tymto spoésobom je vyznamne zlepsend rozliSovacia schopnost

metody [43, 48]

Usporiadanim aparatiry je DGGE radené k vertikdlnym elektroforézam, kde tenkd vrstva

polyakrylamidového gélu je umiestnena a fixovana medzi dvoma sklenenymi
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tabul'ami (Obr. 4). Takto pripraveny nosi¢ je umiestneny do vodného kupela medzi dve

elektrédy, medzi ktorymi prebieha jednosmerny prad.

G¢l je pripravovany polymeraciou monoméru akrylamidu a bis-akrylamidu. Polymeraéné
reakcie vyvolavaji volné radikaly uvolnujice sa z persulfatu amonneho (APS). Tvorbu
volnych radikalov katalyzuje NNN'N'-tetraetyletylendiamin (TEMED), ¢im dochadza k
urychleniu polymeracie [48].

vymedzovaci hrebienok

mensie sklo
— . 0% denaturant; f— vaciie sklo
e s vymedzovac
-{g S 4 Svorka
—* vymedzovac

akrylamid / denaturant

+— vymedzovac

Obrazok 4: Schéma aparattry pre polyakrylamidovy gél v DGGE [49]

Pri priprave vzorky k analyze pomocou metody DGGE je v prvom kroku izolovana zo
vzorky komplexna DNA, ktord predstavuje zmes DNA roznych druhov mikroorganizmov
prirodzene sa vyskytujucich alebo kontaminujucich dant vzorku. Izolovand zmes DNA je
nasledne podrobena amplifikacii ur¢itého useku DNA pomocou PCR metody, ¢im je ziskana
zmes PCR produktov viacerych druhov pochadzajicich z povodnej analyzovanej vzorky
(Obr. 5). Tieto st nasledne nanesené do jamiek polyakrylamidového gélu a pomocou
elektroforetickej separacie v géle dochadza k vytvoreniu $pecifického genetického odtlacku
(fingerprint), ktory charakterizuje mikrobidlnu rozmanitost danej vzorky. Reakéné
podmienky zahfnaju teplotu vodného kupel'a medzi 55 — 60 °C, napitie 50 — 250 V a ¢as
prebiehajicej separacie 5 — 20 hodin, podla typu vzorky. Pre zobrazenie bandov
reprezentujucich jednotlivé skupiny mikroorganizmov, je nutné gél ofarbit’ a vizualizovat'.
Farbenie gélu je realizované najcastejSie komercnym farbivom SYBR Green a gél je

nasledne vizualizovany pomocou UV Ziarenia Vv transiluminatore [42, 48].
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Kedze vizualizované bandy su neurcit¢ho pdvodu, je vhodnd ich izolacia z gélu,

reamplifikacia a nasledna sekvenacia, ¢im sa jednoznacne preukaze ich identita [42].

o
/’fﬂ’\:’-;rlm potraviny alebo ind T,
\Eenvimmenﬁlna vzorka ,_.--“'/

l DMNA extrakcia
Celkova DNA predstavujica zmes DMNA

réznych druhov mikroorganizmaow
pochddzajucich zo vzorky

o)
 —
l ribozomalnej DNA
i
 —

Zmes DMA amlikdnov réznych I/m

mikrobidlnych druhov [rovnaka '\ a -
velkost ale ina sekvencia) ,.___ ___,..«/

DGGE analyza

Specificky geneticky
odtlatok [fingerprint) pre
vzorku

JERUNE —

sekvendcia

Identifikicia druhu
jednotlivych mikroorganizmow

PCR amplifikdcia oblasti

@ Purifikicia bandov a

Obrazok 5: Schéma PCR-DGGE vratane izolacie DNA zo vzorku [42]
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4.1.3 Sekven¢na analyza

Sekvenovanie je metdda k identifikicii primarnej Struktury, tzn. k urCeniu poradia
(sekvencie) nukleotidov v retazci DNA. Znalost' genetickej informacie tvori nevyhnutny
predpoklad pre identifikaciu mikroorganizmu. Sekven¢né metédy mozno rozdelit’ do dvoch
skupin, na klasické metddy, zahriujice chemickl a enzymaticku metodu, a na sekvenovanie
novej generdcie. Z klasickych metdd je najviac rozSirenou enzymaticka metéda podla
Sangera. Principom metody  je vClenenie fluorescen¢ne znacenych
dideoxynukleotidtrifosfatov (ddNTP) do novo syntetizujiceho sa vldkna DNA, ¢im dojde
k zastaveniu polymerizacie. Dovod zastavenia polymerizacie mozno najst v absencii
hydroxylovej OH skupiny v molekulach ddNTP, ¢im je znemoznené naviazanie d’alSieho
nukleotidu. Reakcia prebieha v styroch skimavkach, kedy kazda obsahuje vsetky Styri
deoxynukleotidtrifosfaty (INTP) a nasledne je pridany do kazdej zo skiimaviek aj jeden zo
znac¢enych ddNTP. Pri polymeracii tak prednostne dochadza k zabudovavaniu dNTP a len
nahodne sa inkorporuje ddNTP, ¢im sa syntéza zastavi. Vznikne tak sibor DNA fragmentov
0 roznej velkosti, vzdy zakonenych prisluSnym oznacenym ddNTP. Tie su nésledne
analyzované kapilarnou elektroforézou v genetickom analyzatore (sekvenatore), kde su
zaznamenavané fluorescencné signaly jednotlivych fragmentov CCD kamerou a pomocou

softvérového spracovania je ziskana DNA sekvencia [48, 50].

Neskor bolo vyvinuté sekvenovanie novej generacie — NGS (z anglického ,Next-
Generation Sequencing). Hlavnym rozdielom oproti klasickym metédam je schopnost NGS
sekvenovat’ ovel'a vac¢si rozsah DNA, ¢im su ziskané tisice az miliony sekvencii naraz, ¢o
vyrazne skracuje Cas a tiez znizuje naklady na analyzu. Z tohto dovodu st tieto metody
oznacované aj ako ,,masivne paralelné sekvenovanie* alebo ,,high-troughput sequencing®.
V sucasnosti sa jedna o viacero technologii liSiacich sa v technickom pristupe

a aplikovatel'nosti [51, 52].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIEL PRACE

Zéakladnym ciel'om tejto diplomovej prace bolo identifikovat’ mikroorganizmy nachadzajtce
sa Vv 65 vzorkach medu ziskaného od malych vcelarov a v 5 vzorkach komer¢ne dostupnych

medov. K dosiahnutiu tohto ciel'u viedlo niekol’ko ¢iastkovych ciel'ov:

e Vv pripravnej faze zozbierat' vzorky medu z ¢o najrozsiahlejSicho izemia prednostne
Slovenskej republiky,

e vypracovanie prehl’adnej literarnej reSerSe prindsajucej zakladny prehlad fyzikalno-
chemickych vlastnosti medu, vratane jeho antimikrobidlnej aktivity a prehlad
mikroorganizmov nachadzajtcich sa v mede, s moznostami ich stanovenia,

e praktické zozndmenie sa s molekularne-genetickymi metédami s dérazom kladenym
na stanovenie mikroorganizmov prostrednictvom spojenia metdéd polymerazove;j
ret'azovej reakcie a denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy,

e pomocou molekularne-genetickych  metéd  identifikovat  mikroorganizmy
nachadzajice sa vo vzorkach medu,

¢ vyhodnotenie vysledkov a formulacia zaverov prace.
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6 MATERIAL A METODY

6.1 Pristrojové vybavenie, pomocky a chemikalie

6.1.1 Stanovenie obsahu vody

Pristroje a pomocky

Refraktometer ruény RHB9OATC (YH, Nemecko)

Ostatné — kovova lyzicka, drevena Spachtl’a, bunicina, kadicka

6.1.2 Optimaliziacia metody izolacie DNA a izolacia DNA

Pristroje a pomocky

Vahy 440 — 47 N d=0,01 g (KERN, Nemecko)

Vortex-Genie® 2 Vortex vratane vortexového adaptéru (Mo Bio Laboratories, USA)
Mechanicka trepacka PSU 10 (Biosan, Lotyssko)

Biological Thermostat BT 120 (TME, Pol'sko)

Centrifuga Z 300 K (HERMLE, Nemecko)

DNeasy® mericon® Food Kit (QIAGEN, USA)

Fluorometr QFX (Denovix, USA)

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

Centrifiiga minispin plus (Eppendorf, Nemecko)

Laboratorne sklo — odmerné valce, kadicky

Ostatné — centrifuga¢né skamavky 50 ml (Kartell, Taliansko), nitrilové rukavice,
kovova lyZzicka, stojan na skiimavky, plynovy kahan, sterilné¢ Spicky, sterilné

mikroskimavky (1,5 ml)

Chemikalie

Etanol 70% (sigma-Aldrich, USA)

Sterilna destilovana voda

Chloroform v ¢istote pre molekularnu biologiu (Sigma-Aldrich, USA)
DNeasy® mericon® Food Kit (QIAGEN, QIAGEN, USA)

AccuGreen High Sensitivity dsSDNA Quantitation Kit (Biotium, USA)
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6.1.3 PCR

Pristroje a pomocky

PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Taliansko)

Mikropipety (Eppendorf, Nemecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Termocykler pre PCR gradientovy Aeris™ (ESCO, Singapur)

Vahy KB d=0,01 g (KERN, Nemecko)

Mikrovlnna triba (Electrolux, Svédsko)

Elektroforeticka vana vratane prislusenstva MultiSUB Mini (Consort, Belgicko)
Elektroforeticka vana vratane prislusenstva HU10 Mini-Plus Horizontal (SCIE-
PLAS, Anglicko)

Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgicko)

UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE, Velka Britania)

Osobny pocita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Nemecko)

Laboratorne sklo — odmerné valce, Erlenmeyerova banka

Ostatné — sterilné Spicky pre PCR s filtrom, sterilné mikroskumavky pre PCR
(1,5 ml), sterilné¢ skamavky pre PCR 8 ks v stripe s vieckami (0,2 ml), stojan na

skamavky, nitrilové rukavice, kovova lyzicka, termo rukavica

Chemikalie

Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

Redestilovana voda pre molekularnu biologiu

1x TAE pufor (20 mM Tris-acetat, 10 mM acetat sodny, 0,5 mM EDTA, pH 7,4;
Sigma-Aldrich, USA)

Agardza SeaKem (Lonza, Svajéiarsko)

Etidiumbromid 1:30 H20 (Sigma-Aldrich, USA)

100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

GoTaq® Hot Start Green MasterMix (Promega, USA)

DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific, USA)

Primery (Eastport — Metabion, CR)
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Tabul'ka 3: Pouzité primery pre 1. fazu PCR

Nazov primeru Sekvencia Publikacia
FD1 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg et al., 1991 [53]
RD1 5-AAG GAG GTG ATC CAG CC Weisburg et al., 1991 [53]

Tabul'ka 4: Pouzité primery pre 2. fazu PCR

Nazov primeru Sekvencia Publikacia
341F(GC)* 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al., 1993 [54]
907R 5-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT Muyzer et al., 1993 [54]

*GC svorka— CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGEE [54]

6.1.4 DGGE

Pristroje a pomocky

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

Miesadlo s ohrevom MR Hei-Tec (Heidolph, Nemecko)

Trepacka Titramax 100 (Heidolph, Nemecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Elektroforeticky tank pre DGGE (C. B. S. Scientific Company, USA)
Elektricky zdroj pre DGGE EPS-300x (C. B. S. Scientific Company, USA)
Mini-peristalticka pumpa MPP-100-220 (C. B. S. Scientific Company, USA)
Gradient maker, 2x 20 ml (C. B. S. Scientific Company, USA)

Magnetické mieSadlo vratane magnetov Hei-Mix S (Heidolph, Nemecko)
DGGE set sklenenych dosiek (C. B. S. Scientific Company, USA)
Jednoducha kazeta pre DGGE z plexiskla (C. B. S. Scientific Company, USA)
Tesnenie pre DGGE 1,0 mm (C. B. S. Scientific Company, USA)

Svorky, spacery, vertikdlne hrebienky pro DGGE (C. B. S. Scientific Company,
USA)

Kanyla modra s kridelkami

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

2 priestorné nadoby na farbiaci kupel’

Laboratorne sklo — odmerné valce, reagencné fl'ase (100ml), kadi¢ka na odpad
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Ostatné — sterilné Spicky, sterilné Spicky pre nanasSanie na elektroforetické gély,
sterilné mikroskimavky pre PCR (1,5 ml), plastové konické skimavky s vieCkom
(50 ml), stojan na skiimavky, nitrilové rukavice, injek¢né striekacka s ihlou, kovova

lyzicka, sklenené gulicky, skalpely ochranny §tit

Chemikalie

6.1.5

Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)

Sterilna destilovana voda

Formamid pre molekularnu biol6giu (SERVA, Nemecko)

Mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

40 % wi/v akrylamid/bis-solution 37:5:1 (SERVA, Nemecko)

Amonium persulfat (SERVA, Nemecko)

NNN'N'- tetraetyletylendiamin (Sigma-Aldrich, USA)

50x TAE pufor (2M Tris-base,IM kyselina octova, 0,05M EDTA Nay,
Sigma-Aldrich, USA)

1x TAE pufor (40mM Tris-base, 20mM kyselina octova,ImM EDTA Na,
Sigma-Aldrich, USA)

Fluorescencné farbivo GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, USA)

100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

Purifikacia DNA

Pristroje a pomocky

Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Nemecko)

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche, Svajéiarsko)

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

Ostatné — sterilné Spicky, sterilné mikroskimavky pre PCR (1,5 ml a 0,5 ml),

nitrilové rukavice, stojan na skimavky
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6.2 Charakteristika vzoriek

Pre sledovanie mikrobialnej diverzity medu bolo celkovo ziskanych 70 vzoriek medu
kvetového, medovicového aj zmiesaného (Obr. 7). U 65 vzoriek medy pochadzali od malych
a strednych vcelarov, 5 vzoriek tvorili komeréne dostupné medy zakipené v obchodnych
ret'azcoch. Medy od malych a strednych v¢elarov boli prevazne zo Slovenskej republiky, so
zastipenim az 61 vzoriek, z Ceskej republiky pochadzali 3 medy a 1 vzorka bola z Rakuiska.
U komer¢énych medov sa jednalo predovsetkym o zmesi medov pochadzajucich z r6znych
oblasti a krajin, najmd mimo Slovenskej republiky. Pri vybere vzoriek bola snaha o zber
medu z ¢o najvacsieho uzemia, predovsetkym Slovenskej republiky. Prehl'ad lokalit al'ov,

z ktorych vzorka medu pochadza, je zobrazeny v Tabulke 5 a na Obrazku 6.

Tabul’ka 5: Lokalita Ul'a priradend k Cislu vzorky

C. vzorky Lokalita ula C. vzorky Lokalita ula
1 Salas, Nimnica (SR) 36 Oravska Magura (SR)
2 Salas, Nimnica (SR) 37 Koseca (SR)
3 Salas, Nimnica (SR) 38 Mestecko (SR)
4 Salas, Nimnica (SR) 39 Milevsko (CZ)
5 Salas, Nimnica (SR) 40 Koseca (SR)
6 Salas, Nimnica (SR) 41 Vapenice (CZ)
7 Horna Poruba (SR) 42 Valasska Bela (SR)
8 Horna Poruba (SR) 43 CZ/Moldavska republika*
9 Zubak (SR) 44 Papradno (SR)
10 Horna Poruba 1 (SR) 45 Lysa pod Makytou (SR)
11 Horna Poruba 2 (SR) 46 Tuchyna (SR)
12 Cerveny Kamei (SR) 47 Tomasovce (SR)
13 Hloza, Belusa (SR) 48 Belusa (SR)
14 Hloza, Belusa (SR) 49 Kréta*
15 Belusa (SR) 50 Spisska Nova Ves (SR)
16 Dolny Lieskov (SR) 51 Rasov (SR)
17 Prec¢in (SR) 52 Pribilina (SR)
18 Precin (SR) 53 Rastislavice, Nitra (SR)
19 Brvniste (SR) 54 Stitare (SR)
20 Brvniste (SR) 55 Hvozdnica (SR)
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21 Podjavornik (SR) 56 Teneck, Rakusko (A)

22 Podjavornik (SR) 57 Cary (SR)

23 Zubak (SR) 58 Tekovské Luzany (SR)
24 Sebestanova (SR) 59 Grécko*

25 Trencin (SR) 60 Spisska Nova Ves (SR)*
26 Upohlav (SR) 61 Nemecko*

27 Kotesova (SR) 62 Lednické Rovne (SR)

28 Praznov (SR) 63 Horna Breznica (SR)

29 Nemsova, KI'uicové (SR) 64 Trencianske Stankovce (SR)
30 Zubék (SR) 65 Papradno (SR)

31 Bobot (SR) 66 Tomasovce (SR)

32 Bobot (SR) 67 Sklené (SR)

33 Salas, Nimnica (SR) 68 Podhorie (SR)

34 Salas, Nimnica (SR) 69 Podhorie (SR)

35 Polstejn (CZ) 70 Podhorie (SR)

* vzorky oznacené Zltou farbou st komeréné medy zaktipené v obchodnych retazcoch

Presovsky kraj

Kosicky kraj

Banskobystricky kraj

° ® e
Bratislavsky kraj

Obrazok 6: Geograficka lokalizacia ul'ov
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Obrazok 7: Roznorodost’ vzoriek medu
6.3 Stanovenie obsahu vody

Pomocou ruéného refraktometra uréeného k meraniu obsahu vody v mede bol stanoveny
percentualny obsah vody vo vzorkach medu. Na hranol refraktometra bolo pomocou kovovej
lyzi¢ky kvapnuté a pomocou drevenej Spachtle rozvrstvené malé mnozstvo vzorky medu.
Nasledne bol hranol prekryty krycim sklickom tak, aby vo vrstve medu neboli pritomné
vzduchové bubliny. Hodnota obsahu vody v % bola oproti svetlu cez okular refraktometru
od¢itand zo stupnice. Rozsah stupnice je zavisly na type refraktometru, pouZitim
Refraktometeru RHB90ATC (YH, Nemecko) bolo umozZnené stanovovat obsah vody
v rozmedzi 12 — 27 % s presnost'ou = 0,5 %. Takymto spdsobom boli postupne zmerané
vSetky vzorky medu, pricom medzi jednotlivymi vzorkami bol hranol refraktometru

oplachnuty vodou a osuSeny bunicinou.

Hranol

Krycia dosticka

Korekény Sroub

Zrkadlova trubica

Okuldr (nastavovaci dioptricky krazok)

gttt gl ol oo o

Obrazok 8: Casti ruéného refraktometra [57]
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6.4 Stanovenie mikrobiilnej diverzity metodou DGGE

V posudeni diverzity mikroorganizmov v mede bola vyuzitd technika DGGE, radena

k metddam molekularno-biologickej analyzy. Samotnej technike DGGE predchadza viacero

krokov a kedze jednotlivé kroky su na seba naviazané (Obr. 9), uspech metody je

podmieneny spravnym vykonanim kazdého z nich.

Zmes DNA amplikonov

Izoldcia DNA i h mikrobidlnych druhov
— PCR réznych mi y
@ * s ot . —
L
- -
Vzorka obsahujica Zmes DNA réznych
rézne bunky druhov
mikroorganizmov ===

Rozdelenie fragmentov

- pomocou agardzovej
Polyakrylamidovy gél : gélovej elektroforézy
DGGE Denaturagna gradientova

———— — gélovi elektroforéza

Vyrezanie bandov z DGGE gélu

PCR Purifikacia a Sekvenovanie

> CTGAATCGTA

Obrazok 9: Jednotlivé kroky metody DGGE [58]

6.4.1 Optimalizacia metédy izolacie DNA zo vzorky

Prvou ulohou bolo stanovenie vhodného postupu izolacie DNA. Pri optimalizacii metddy

izol4cie bola pouzitd komeréna stuprava uréend pre potraviny DNeasy® mericon® Food Kit

(QIAGEN). Boli testované 4 postupy:

Prva metoda obsahovala navazku sterilne odobranej vzorky medu o hmotnosti 5 g, ktora
bola suspendovand v 10 ml lyza¢ného pufru. Nasledne bolo pridané 25 pl
proteinkinazy K a vzorka bola d’alej spracovavana v sulade s manudlom v komerénom

kite. Nakoniec bola stanovena koncentracia takto vyizolovanej DNA.

V druhej metode bola pouzita vicsia navazka sterilne odobratej vzorky — 10 g medu,
ktora bola suspendovand Vv 10 ml Ilyzaéného pufru a nasledne bolo
opat’ pridané 25 pl proteinkinazy K. Vzorka bola d’alej spracovédvana podl'a manualu
v komerc¢nom kite, kedy po dokonceni protokolu izolacie bola zmerand koncentracia

vyizolovanej DNA.
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Pri tretej metéde sa pouzila rovnakd navazka medu ako v druhej metdde, tzn. 10 g,
ktora bola zmieSand s 5 ml lyzacného pufru. Nasledne bolo pridané¢ opiat’ 25 pul
proteinkindzy K a vzorka bola d’alej spracovavana podl'a manualu v komerénom Kkite.

Po poslednom kroku izolacie genetickej informacie bola stanovena koncentracia DNA.

Pri Stvrtej metode bola pouzita navazka vzorky medu o hmotnosti 10 g, sterilne
navazena do centrifuga¢nej skamavky o obsahu 50 ml. Obsah skumavky bol doplneny
sterilnou vodou na objem 45 ml anasledne bola suspenzia za stileho trepania na
mechanickej trepacke inkubovand v termostate pri teplote 65 °C pocas 30 minut. Po
inkubdcii a miernom schladeni vzorky na izbovi teplotu bol obsah skiimavky
centrifugovany 30 minut pri 4500 rpm. Supernatant obsahujuci rozpustené cukry bol
odliaty tak, aby na dne zostala neporusena peletka, obsahujuca pelovy zbytok. Tato

mikrobidlna biomasa bola d’alej spracovavana v sulade s manudlom v komer¢nom Kkite.

6.4.2 1Izolacia DNA zo vzorky

Kedze stvrtd metéda bola vybrand ako najvhodnejsia (Kap . 7.2.1.), bola geneticka

informacia zo vzorky medu izolovana touto metodou. Po izolacii mikrobialnej biomasy, bola

peletka d’alej spracovavana pomocou komerénej supravy uréenej pre potraviny DNeasy®

mericon® Food Kit (QIAGEN) podl'a nasledujuceho:

e Do skiimavky bolo k peletke pridané 1 ml lyza¢ného pufru a 2,5 pul proteinkinazy K.
Skumavky obsahujuce suspenziu boli umiestnené do termostatu, kde pri
teplote 60 °C boli 30 minut trepané na mechanickej trepacke. V tomto kroku doslo
k mechanickému a chemickému naruseniu bune¢nych membran a k uvolneniu DNA
do roztoku.

e Po schladeni skimaviek na izbovu teplotu, boli vzorky centrifugované 5 minut pri
2500 rpm.

e Supernatant bol opatrne odobraty (700 pl) a preneseny do Cistej 2 ml skiimavky.
Nasledne bolo pridanych 500 pl chloroformu, suspenzia bola kratko premieSana na
vortexe anasledne centrifugovand 15 min pri 14 000 rpm. Tymto krokom doslo
k eliminacii neziaducich latok nerozpustnych vo vode (zvysky buniek).

e Po centrifugacii bola vodna faza odobratd a prenesena do Cistej 2 ml skimavky
a nasledne bol v pomere 1:1 pridany pufor PB, sposobujuci vyzraZzanie DNA.

e Po kritkom premieSani zmesi na vortexe bola zmes pipetovana do koldnky

s kremicitou membranou a centrifugovand 1 minatu pri 13 000 rpm. Prefiltrovany
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roztok bol vyliaty. Tento krok bol opakovany so zvySkom zmesi a filtrat, ktory
obsahoval kontaminujuce zlozky, bol opat’ vyliaty. Tymto krokom sa zabezpecilo
naviazanie DNA na membranu kolonky.

Kolonka so zachytenou DNA bola premiestnena do Cistej 2 ml skimavky, do ktorej
bolo pridané 500 ul pufru AW2. Obsah bol centrifugovany 2 mintty pri 13 000 rpm.
Prefiltrovany roztok bol vyliaty.

Kolénka bola opét’ centrifugovana, tentokrat bez pridania akéhokol'vek roztoku tak,
aby bola membrana dokonale sucha aaby doslo k dokonalému odstraneniu
premyvacieho pufru AWo.

Kolénka bola opét’ prenesend do Cistej 2 ml skimavky a prevrstvena 50 pl elu¢ného
roztoku pufru EB. Po centrifugacii skimavky s kolénkou po dobu 1 minuty pri

13 000 rpm doslo k uvolneniu izolovanej DNA z membrany a jej izolacii do pufru.

6.4.3 Stanovenie koncentracie DNA

Uspesnost’ izolacie DNA bola overend stanovenim koncentracie DNA pomocou

Fluorometru QFX (Denovix, USA). Vizualizaicia DNA bola zabezpeCena pomocou
komer¢ného Kitu AccuGreen High Sensitivity dSDNA Quantitation Kit (Biotium, USA). Pri

stanoveni koncentracie DNA bolo postupované nasledujiicim spdsobom:

V 50 ml skiimavke bolo zmieSanych 200 pl pufru Accu Green a 1 pl farbiva DYE
Accu Green. Tento objem odpovedal pouzitiu pre jednu vzorku, objem bol preto
prepocitany na 70 vzoriek. Obsah skiimavky bol kratko premieSany na vortexe.

Z takto pripravenej zmesi bol pipetou preneseny objem 200 ul do sedemdesiatich
sterilnych mikro skumaviek o objeme 1 ml a nasledne boli pridané 2 pl vzorky DNA.
Zmes bola kratko premieSana na vortexe.

V prvom kroku bola do fluorometra vloZend mikro skiimavka obsahujuca blank
a pristroj bol kalibrovany.

Nasledne bola postupne premerana hodnota koncentracie DNA u vSetkych vzoriek

a vysledky boli prehl'adne zaznamenavané do tabul’ky (Tab.12).
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6.44 PCR

Druhym krokom analyzy bolo namnoZenie vybraného tiseku DNA pomocou PCR. Metdda
PCR pozostavala z dvoch krokov, ktoré na seba nadvizovali. Ako vybrany tsek genetickej
informacie bol pre prvy krok zvoleny gén 16S rRNA obsahujuci velké mnozstvo
variabilnych oblasti (Obr.10). Optimalizacia reakénych podmienok nebola predmetom tejto
prace, nakolko sa fiou zaoberali vsvojich pracach Ing. Iveta Kalouskova a
Ing. Veronika Kucabova, a tak reakc¢né podmienky danej metody vychadzali zo zaverov ich

prac [55, 56].
Prvy krok

V prvej faze PCR bola pripravend reakéna zmes v sterilnom PCR boxe sterilizovanym
ultrafialovym ziarenim po dobu minimalne 20 minat. Pre kazdi vzorku bolo

namie$ané 20 pl reakénej zmesi, ktorej zloZenie je uvedené v Tabul'ke 6.

Tabul’ka 6: Zlozenie reakénej zmesi pre 1. krok PCR

Zlozka reakénej zmesi Objem zlozky pre 1 vzorku [pl]
GoTaq® Hot Start Green MasterMix 10
Sterilna voda pre PCR 7
Forward primer FD1 1
Reverse primer RD1 1
DNA 1
Spolu 20

Pouzity rekény pufor GoTaq® Hot Start Green MasterMix obsahoval DNA polymerazu,
deoxynukleotidy a chlorid horecnaty (MgClz). V prvej faze boli pouzité primery
FD1 a RD1, ohranic¢ujice usek DNA 0 velkosti 1 500 bp (Obr. 10).

1 500 bp
m [ m [V, |, [ @, [W
g — [ — &l |

Obrazok 10: Usek génu 16S rRNA amplifikovany v prvom kroku PCR [59]
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V priprave reakénej zmesi bolo postupované nasledujucim sposobom:

e Do sterilnej skumavky (1,5 ml) pre PCR boli postupne napipetované MasterMix,

sterilna voda pre PCR a oba primery v mnozstve vypocitanom na dany pocet vzoriek

navySenom o rezervu. Obsah skimavky bol premieSany na vortexe.

e Takto pripravend zmes bola nasledne rozpipetovand do pripravenych sterilnych

mikroskumaviek o objeme 200 pl spojenych do stripov po 8. Pipetovany objem

predstavoval 19 pl.

e Posledny komponent zmesi tvoril 1 pl DNA vyizolovanej zo vzorky medu. Cely

obsah bol kratko premieSany na vortexe a nasledne vlozeny do termocykleru.

Samotna PCR prebiehala za pouzitia programu Touch Down, ktorého priebeh je znazorneny

v Tabulke 7. VyznaCuje sa postupnym zniZovanim teploty nasadania primeru na

polynukleotidovy retazec, ¢im sa dosiahne Specifické nasadnutie primerov a presné

ohrani¢enie useku amplifikovanej DNA.

Tabul'ka 7: Teplotny a ¢asovy priebeh 1. kroku PCR

Teplota [°C] Cas [min| Pocet cyklov
Pociato¢na denaturécia 95 3,0
Denaturacia 95 0,5 10X — zniZenie
Nasadanie primerov 62 0,5 teploty 0 0,5 °C
Elongécia 72 1,5 v kazdom cykle
Denaturacia 95 0,5
Nasadanie primerov 57 0,5 25X
Elongécia 72 1,5
Zaverecna elongacia 12 10,00
Uchovanie 4 0
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Druhy krok

Priprava reak¢nej zmesi pre druhy krok PCR prebiehala rovnako, ako v prvej faze. Zlozenie
zmesi bolo pozmenené pouzitim inej dvojice primerov, konkrétne 341F (GC) a 907R,

ohranicujuce isek DNA 0 velkosti 560 bp (Obr. 11).

341F (GC
( l;

¥ [V M, [, .| L I I s R .|
g —— [ — &l . m
907R

Obrazok 11: Usek génu 16S rRNA amplifikovany v druhom kroku PCR [59]

Zmenu V zloZeni reakénej zmesi predstavovala aj DNA, kedy vyizolovana DNA bola
nahradend produktom z prvého kroku PCR. Presné zlozenie reak¢nej zmesi je uvedené

v Tabulke 8.

Tabulka 8: ZloZenie reak¢nej zmesi pre 1. krok PCR

Zlozka reakénej zmesi Objem zlozky pre 1 vzorku [ul]
GoTaq® Hot Start Green MasterMix 10
Sterilna voda pre PCR 7
Primer 341F (GC) 1
Primer 907R 1
PCR produkt z 1. kroku PCR 1
Spolu 20

Po namieSani reak¢énej zmesi v sterilnom PCR boxe boli mikroskimavky umiestnené do
termocykleru, kde za pouzitia upraveného programu Nested PCR prebiehala amplifikdcia

daného tiseku. Casovy priebeh a teplotny profil reakcie zobrazuje Tabul'ka 9.
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Tabul'ka 9: Teplotny a ¢asovy priebeh 2. kroku PCR

Teplota [°C] Cas [min| Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 95 3,0
Denaturacia 95 0,5
Nasadanie primerov 57 0,5 30
Elongacia 72 1,0
Zaverecna elongacia 72 10,0
Uchovanie 4 0

Elektroforeticka separacia PCR produktov

Po priebehu prvej aj druhej fazy PCR bola overend uspesSnost’ amplifikacie pomocou

elektroforetickej separacie PCR produktov v agarézovom géle, pricom bola overovana

intenzita adizka jednotlivych produktov. Pri priprave gélu sa postupovalo podla

nasledujuceho postupu:

Ked’ze bol zvoleny 1 % agar6zovy gél, bolo vypocitané potrebné mnozstvo surovin.
Do Erlenmayerovej banky bolo navazené vypocitané mnozstvo agarézy (Lonza)
a nasledne k nej bol pridany 1x koncentrovany TAE pufor (50x TAE: 2 M Tris, 0,05
M EDTA Naz, 1 M kyselina octova, vSetko Sigma-Aldrich).

Zmes bola v mikrovinnej rure privedena k varu, ktory bol opakovany, kym sa
rozpustila agardza. Ciry agar bol mierne ochladeny a bol k nemu pridany ethidium-
bromid (Sigma-Aldrich). Ide o interkala¢né ¢inidlo, ktoré sa inkorporuje medzi
nukleotidové baze a umoziuje vizualizaciu DNA.

Agar bol vyliaty do pripravenej horizontalnej aparatiry a bol umiestneny deliaci
hrebienok. Po zatuhnuti bol hrebienok vytiahnuty a agar bol premiestneny do
elektroforetickej vane s 1x koncentrovanym pufrom TAE.

Do vytvorenych jamiek v géle bolo nanesené 5 ul PCR produktu a do prvej jamky
bolo pipetovanych 5 pl porovnavacieho markeru (100 bp DNA Ladder, Biolabs).

K elektroforetickej vani bol pripojeny zdroj elektrického napitia. Samotna separacia
prebiehala priblizne 20 minut pri konStantnom elektrickom napéti 90 V.

Po elektroforetickej separacii bol gél umiestneny do transiluminatoru, kde pod UV
svetlom bol vizualizovany a pomocou fotodokumentaéného systému GeneSnap

zaznamenany.
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6.4.5 DGGE

Podobne ako uPCR metody, optimalizacia reakénych podmienok DGGE techniky
vychadzali zo zaverov prac Ing. Kucabovej a Ing. Kalouskovej a nebola predmetom tejto
prace [55, 56].

Zostavenie aparatury pre vyrobu gélu a priprava gélu

Spravne zostavenie aparatiry je dolezitym krokom v priprave gélu, ked’ze v pripade
netesnosti by mohlo ddjst’ k vyte€eniu Casti gélu a nebolo by mozné spravne umiestnit’

hrebienok. Bolo postupované v sulade s nasledujicimi krokmi:

e K zostaveniu aparatary boli pouzité dva typy skiel — jedno so zaoblenymi spodnymi
rohami a druhé, hrubsie s vyrezom o rozmeroch 17,7 x 22,0 cm. Skla boli omyté
etanolom a vylestené.

e Po obvode uzSieho skla bolo natiahnuté tesnenie do tvaru pismena U tak, ze horna
hrana zostala bez tesnenia. Medzi skla boli umiestnené vymedzovace, tzv. spacery
zaistujice vytvorenie priestoru medzi sklami.

e Po obvode boli skla zaistené svorkami a celd aparatira bola uvedena do vertikalnej

polohy (Obr. 12).

Obrazok 12: Spravne zostavena aparatira
na DGGE gél [55]
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Gél bol pripraveny zdvoch denaturaénych roztokov, kazdy obsahujiuci ina
koncentraciu denaturacnych cinidiel (formamid a mocovina). KedZze najlepSie
rozliSenie gélu poskytovalo zlozZenie denatura¢nych roztokov v pomere 70 : 30, bol
pouzity prave tento pomer.

Boli pripravené dve skumavky o objeme 50 ml, jedna bola oznacena ako ,,A“,
obsahujuca vysSiu koncentraciu denaturacnych c¢inidiel a druhd, oznacena ,,B,
obsahujuca nizsiu koncentraciu denaturacnych cCinidiel. Do oboch skiimaviek bolo
odmerané 15 ml zasobného denatura¢ného roztoku s prislusnou koncentraciu ¢inidiel
a nasledne boli pridané polymera¢né ¢inidla APS (10 %) 104,4 ul a TEMED 6,5 ul
(Sigma-Aldrich).

Obsah skumaviek bol dokladne premieSany tak, aby na povrchu zmesi nevznikali
vyrazné bubliny.

Koncentraény gradient denaturaénych Ccinidiel v géle bol zaisteny pomocou
plniaceho systému, ktorého sucastou bol tzv. marker gradientu a miniperistalticka
pumpa.

Cela aparatura bola premyta destilovanou vodou a bola overena funkénost’ pumpy
a priechodnost’ vSetkych sucasti.

Do markeru gradientu boli naliate oba roztoky, do pravej Casti roztok A a do l'avej
Casti roztok B. Po zapnuti peristaltickej pumpy, otvoreni ventilov a umiestnenia ihly
medzi skla pripravenej aparatury, bol davkovany gél medzi skla. Nasledne bol
umiestneny deliaci hrebienok s 16 alebo 22 zubmi a gél tuhol priblizne 1 hodinu.

Cela aparatura bola dokladne premyta destilovanou vodou.

Elektroforeticka separacia a spracovanie DGGE gélu po separacii

Vlastna elektroforeticka separacia prebiehala v elektroforetickom tanku, kde boli

umiestnené skla s DGGE gélom pripravenym postupom uvedenym vyssie.

Elektroforeticky tank bol naplneny 1x TAE pufrom a vyhriaty na 60 °C. Zo skiel,
medzi ktorymi bol pripraveny gél, boli odstranené svorky a aparatira bola
umiestnend do pufru.

Po odstraneni deliaceho hrebienku boli jamky za pomoci pipety a Spicky vymyté
pufrom, ¢im boli odstranené zvysky denaturaéného roztoku, ktoré neboli zadrzané

v géle.
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Do jamiek bolo nanesené 8 pl PCR produktu, pricom prva jamka vzdy obsahovala
marker Marker-Quick-Load 100bp DNA Ladder o rovnakom objeme.

Po zapojeni aparatury k zdroju elektrického napétia, prebiehala elektroforéza pri
napiti 90 V po dobu 900 mintt.

Po ukonceni elektroforézy bola aparatura vybrana z pufru, opatrne bolo odstranené
jedno zo skiel a gél bol premiestneny do farbiaceho kupela, zlozeného z 350 ml 1x
koncentrovaného pufru TAE a 35 pl interkalaéného farbiva GelRed (Biotium).
Farbenie prebiehalo za mierneho trepania jednu hodinu.

Nasledne bol gél opatrne premiestneny do transiluminatoru, kde bol pod UV svetlom

vizualizovany a vyfoteny pomocou fotodokumenta¢ného systému GeneSnap.

Spracovanie produktov DGGE - reamplifikacia a purifikacia

Vizualizdcia DGGE gélu prindsa informdcie o bakterialnej diverzite dané¢ho vzorku, aby

vSak mohli byt’ jednotlivé mikroorganizmy identifikované, bolo potrebné jednotlivé bandy

spracovat’ a zaslat’ na sekvenénua analyzu.

Jednotlivé bandy na géle boli oznacené, skalpelom vyrezané a prenesené do
sterilnych mikroskiimaviek o objeme 1,5 ml. Nasledne bolo pridané 200 pl sterilnej
vody pre PCR a sterilné sklenené gulicky.

Obsah skimavky bol kratko premieSany na vortexe avzorky boli nasledne
inkubované pri teplote 4 °C do druhého dia, ¢im sa zabezpecil prechod DNA z gélu
do roztoku.

Reamplifikécia prebiehala rovnako ako druhy krok PCR (Kap. 6.4.4.). Tentokrat bol
pouzity primer 341F bez GC svorky a ako templat bolo pouzité 1 ul DNA z gélu.
Po amplifik4cii pomocou PCR techniky boli vzorky elektroforeticky separované na
2 % agarozovom géle (Kap. 6.4.4.), z ktorého boli nasledne vyrezané a purifikované.
K purifikacii vyrezanych produkty z gélu bola pouzita komer¢na suprava High Pure
PCR Product Purification Kit (ROCHE).

Vyrezany PCR produkt bol preneseny do 1,5 ml skimavky a bolo k nemu pridanych
300 pl Binding Bufferu. Zmes bola premie$ana a inkubovana pri 56 °C do uplného
rozpustenia agardzy.

K zmesi bolo pridané 150 pl isopropanolu. Po premieSani na vortexe bol roztok
prepipetovany do kolonky so silikdtovou membranou a centrifugovany 0,5 minuty

pri 13 000 rpm. Tymto krokom bola DNA naviazana na membranu.
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e Do kolonky bolo napipetované 500 pl Wash Bufferu azmes bola opat
centrifugovana 1 minttu pri 13 000 rpm.

e Kolonka bol premiestnena do sterilnej mikroskumavky o objeme 1,5 ml a membrana
bola prevrstvena 30 ul Elution Buffer, zahriatym na 70 °C.

e Obsah bol centrifugovany 1 minutu pri 13 000 rpm, ¢im doslo k uvol'neni DNA

Z membrany do pufru.

6.4.6 Sekvencna analyza a identifikacia mikroorganizmov

Purifikované produkty o objeme 7,75 pl boli v PCR skumavkach zmiesané s 1,25 pl primeru
341F (bez GC svorky) o koncentracii 20 pM. Takto upravené vzorky boli nasledne zaslané
na sekvenaciu do firmy SEQme s.r.0., kde zistené nukleotidové sekvencie DGGE produktov
boli porovnané s0 zndmymi sekvenciami v databaze BLAST (z anglického ,,Basic Local
Alignment Search Tool*). Na zdklade podobnosti jednotlivych sekvencii bol
mikroorganizmus identifikovany a zaroven bolo ur¢ené percento spol’ahlivosti identifikacie,

tzv. identifika¢né skore.
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7 VYSLEDKY A DISKUSIA

7.1 Stanovenie obsahu vody

Obsah vody je vel'mi dolezitym parametrom medu suvisiaci s kvalitou medu, nakol'ko

ovplyviiuje jednak senzorické vlastnosti, ale aj skladovanie a spracovanie medu. Nizky

obsah vody priamo savisi s jeho antimikrobidlnou aktivitou, nakol’ko sa tak vytvara

nepriaznivé prostredie pre rast a rozmnozovanie mikroorganizmov (Kap. 2) [1, 13].

V priebehu analyzy bol pomocou ru¢ného refraktometru stanoveny obsah vody vo vzorkéch

medu. Vysledky su prehl'adne zobrazené v Tabul'ke 10.

Tabul'ka 10: Namerany obsah vody vo vzorkdch medu

3

3

2

C. Obsah C. Obsah C. Obsah C. Obsah
vzorky | vody (%) | vzorky | vody (%) | vzorky | vody (%) | vzorky | vody (%)
1 15,0 19 14,9 37 17,2 55 15,0
2 15,5 20 15,8 38 16,6 56 16,8
3 15,5 21 15,8 39 17,7 S57 15,7
4 14,6 22 17,5 40 15,4 58 18,0
5 15,2 23 16,0 41 16,7 59 14,4
6 16,2 24 14,6 42 16,6 60 16,0
7 18,0 25 18,1 43 16,5 61 16,0
8 19,0 26 17,2 44 17,1 62 17,4
9 15,3 27 15,6 45 15,8 63 16,0
10 15,0 28 16,9 46 15,1 64 15,5
11 15,3 29 15,9 47 15,4 65 16,1
12 17,4 30 16,0 48 17,0 66 16,0
13 18,1 31 19,1 49 14,0 67 18,1
14 15,5 32 17,2 50 19,1 68 15,4
15 16,9 33 15,5 51 15,4 69 19,8
16 15,7 34 15,5 52 15,8 70 19,7
17 18,4 35 15,2 53 17,5
18 17,5 36 15,7 54 16,0
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Vysledky merania boli porovnavané s hodnotou pre obsah hmotnostného percenta vody
danou Vyhlaskou ¢.41/2012 Ministerstva pddohospodarstva a rozvoja vidieka Slovenskej
republiky o mede [6], ktora jasne stanovuje maximalny obsah hmotnostného percenta vody
v mede, ktory nesmie prekroc¢it hodnotu 20 %. MoZno zhodnotit, Ze tak ako vzorky
pochadzajuce od malych a strednych vcelarov, tak vzorky komer¢ne dostupnych medov
vyhoveli poziadavke na maximéalnu pripustnu hodnotu. Hodnoty obsahu vody sa pohybovali
v rozmedzi od 14,0 (vzorka 49 — komerény med Kréta) do 19,8 (vzorka 69 — Podhorie, SR),
pri¢om az 31 vzoriek malo obsah vody v rozmedzi 15,01 — 16 % (Obr. 13).

Hmotnostny obsah vody
\" = 14,00 - 15,00 %
13

= 15,01-16,00 %
= 16,01-17,00 %

17,01-18,00 %
= 18,01-19,00 %

= 19,01 -20,00 %

Obrazok 13: Rozdelenie vzoriek podl'a obsahu vody

U piatich medov (vzorka 8, 31, 50, 69 a70) bol obsah vody najvyssi, ato v
rozmedzi 19 — 19,8. U vzoriek medu ¢.69 (Podhorie, SR) a¢. 70 (Podhorie, SR) bola
badatelnd aj zhorSend senzorickd akost, ktord sice nebola predmetom zdujmu tejto prace,
ale pri nanaSani vzoriek bola zaznamenand vyrazne senzoricky neprijemnd vona. Po
ochutnani mal med senzoricky neprijemnu kysli chut. Oba medy patrili medzi vzorky
S najvyssim obsahom vody — vzorka 69 s obsahom 19,8 a vzorka 70 s hodnotou 19,7. MozZno
preto predpokladat’, ze ich kvalita mohla byt zhorSena ¢innostou kvasiniek produkujtcich

kyslé metabolity premenou sacharidov.

Obrazok 14: Vzorky s najvyssim obsahom vody
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7.2 Stanovenie mikrobiilnej diverzity metodou DGGE

7.2.1 Optimalizacia metédy izolacie DNA a izolacia DNA zo vzorky

Prvym a vel'mi dolezitym krokom v ceste smerujtcej k stanoveniu mikrobidlnej diverzity
pomocou metody DGGE bolo najst’ vhodny postup, akym bude izolovand DNA zo vzoriek
medu. Boli otestované celkovo $tyri metddy, ktorych vhodnost’ bola overena stanovenim

koncentracie DNA vo vzorke (Tab.11).

Tabul'ka 11: Overenie metdd izolacie DNA stanovenim koncentracie DNA

Metoda izolacie DNA 1 2 3 4

Koncentracia DNA [ng/pl] 0,083 0,026 0,968 4,28

Ako mozno vycitat' z vysledkov stanovenia, prvé tri metddy neposkytli uspokojiva
vytaznost’ ziskanej koncentracie DNA. V pripade tychto metdd bola izolacia zalozena na
priamom pouziti komer¢nej stipravy uréenej pre potraviny, ¢o sa vSak nepreukazalo ako
vhodny postup. Pri¢inou tychto neuspokojivych vysledkov mohla byt nedostato¢na
eliminacia sacharidov. Preto v $tvrtom postupe samotnej izolacii pomocou komerc¢ného kitu
predchddzalo rozpustenie vzorky medu vo vode ajej rozdelenie na organicku peletku
asupernatant. Vdaka inkubécii a intenzivnemu trepaniu vzoriek doslo k extrakcii
sacharidov a vo vode rozpustnych latok, ktoré boli po centrifugécii odstranené v podobe
supernatantu. Druhd Cast’ usadend na dne skumavky, peletka, obsahovala pelovy zvySok
predstavujici mikrobidlnu biomasu. Tento medzikrok bol, na zaklade ziskanej koncentracie
genetickej informacie zo vzorky (Tab. 11), posideny ako vhodny. Peletka bola dalej

spracovana postupom popisanym v kapitole 6.4.2.

Uspesnost’ izolacie u vietkych 70 vzoriek bola overend opit pomocou stanovenia
koncentracie DNA, ktorej hodnoty st prehladne uvedené v tabulke 12. Po overeni
koncentracie DNA izolovanej zo vzoriek bola v pripade 17 vzoriek dosiahnuta neuspokojiva
hodnota (0 — 0,5 ng/ul) aizolacia bola unich zopakovana. Pri¢inou neuspokojivych
vysledkov bolo pravdepodobne nedostatocné tesnenie uzaveru skumavky, v ktorej
prebiehalo trepanie a inkubacia vzorky pri 60 °C, ¢im doSlo k vyteeniu obsahu vzorky, a
tym k zmenSeniu organickej peletky. Ked’ze ani po utesneni pomocou parafilmu nedoslo

k zlepSeniu, boli pouzité iné skumavky, ¢im sa podarilo u 15 vzoriek problém odstranit’.
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Napriek tomu sa vsak u vzoriek 70 (Podhorie — obsah vody 19,7 — koncentracia DNA 0,44),
41 (Vapenice — obsah vody 16,7 — koncentracia DNA 0,24) a 49 (Podhorie — obsah vody
14,0 — koncentracia DNA 0,08) nepodarilo ani na treti pokus izolovat’t DNA v dostato¢ne;j
koncentracii. Pri¢inou by mohla byt’ napriklad pritomnost’ inhibitorov v mede, ktoré mozu
ovplyviiovat’ enzymatické reakcie v priebehu protokolu alebo znemoziuji naviazanie DNA
na membranu v poslednich krokoch izolacie. Jednymi ztakychto latok su aj
polyfenoly, ktoré su silnymi oxidacnymi ¢inidlami a moézu znizit vytazok a cistotu

extrahovanej DNA [60].

Tabul’ka 12: Namerané hodnoty koncentracie izolovanej DNA

C. Koncentricia C. Koncentricia C. Koncentracia C. Koncentracia
vzorky | DNA [ng/ul] | vzorky | DNA [ng/pl] | vzorky | DNA [ng/ul] | vzorky | DNA [ng/ul]
1 6,71 19 7,12 37 4,27 55 1,31
2 20 1,77 38 3,93 56 1,39
3 7,45 21 3,07 39 1,10 57 0,88*

4 9,29 22 3,09 40 ! 58 0,68*
5 0,62* 23 6,18 41 0,24* 59 2,66
I! 24 1,97 42 3,29 60 0,95*
7 6,20 25 5,13 43 1,35 61 1,53
8 4,55 26 4,47 44 0,77* 62 6,80
9 4,20 27 3,43 45 3,12 63 1,21
10 1,12 28 4,52 46 5,51 64 8,44
11 1,45 29 47 65 5,12
12 2,79 30 3,45 48 3,63 66 2,82
13 9,51 31 1,62 49 0,08* 67 1,77
Z- 32 2,93 50 7,85 68 4,94
15 3,70 33 5,33 51 2,57 69 3,57
16 7,37 34 4,64 52 7,61 70 0,44*
17 0,71* 35 1,33 53 4,03
18 4,07 36 7,58 54 -

* bledym odtietiom Sedej zvyraznené hodnoty < 1, tmavym odtieiom Sedej zvyraznené hodnoty > 10
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7.2.2 PCR

Na zéklade vysledkov izolacie DNA bola zhodnotena uspesnost’ izoldcie ako optimalna
a vyhovujtca pre d’alsie analyzy pomocou molekularne-genetickych metod. Dalsim krokom
pred analyzou vzoriek pomocou metdédy DGGE bolo preto zmnoZzenie useku DNA.
Amplifikacia Gseku genetickej informacie kazdej vzorky prebiehala vzdy v dvoch krokoch
(Kap. 6.4.4.).

V prvom kroku PCR bola dosiahnutd amplifikdcia génu pre 16S rRNA, gén
kodujuci  ribozomdlnu RNA v malej ribozomalnej podjednotke. Ako wuz bolo
uvedené (Kap. 4.1.2.), tento gén je vd’aka univerzalnosti a vhodnej velkosti, povazovany za
univerzalny fylogeneticky marker umoziujuci identifikaciu mikroorganizmov na urovni
druhu az rodu [42, 47]. Vd’aka ohrani¢eniu tohto iseku génu pouzitymi primerami FD1

a RD1, boli amplifikaciou ziskané fragmenty o velkosti priblizne 1 500 bp.

Podobne bola realizovana aj druha faza PCR. V tomto pripade boli zvolené primery 341F
(GC) a907R ohranicujuce fragment o velkosti priblizne 560 bp. PCR produkty boli
nanasané na agar6zovy gél, elektroforeticky separované a vizualizované pomocou farbiva

a UV ziarenia (Obr. 15).

- -
A A L '.' ""‘U"U"..."uuv"&vvv

Marker36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70

Obrazok 15: Druha faza PCR

Na obrazku 15, ktory zobrazuje druhy krok PCR je mozné pozorovat, ze fragmenty naozaj
odpovedaju pozadovanej velkosti (560 bp). Velkost bola pritom porovnavana s markerom
(Marker-Quick-Load 100bp DN Ladder, Biolabs) nanesenym do prvej jamky na géle.
O uspeSnosti amplifikacie, ktora je vyjadrena koncentraciou amplifikovanej DNA,
vypovedala dostato¢na intenzita bandov. Mozno tak konstatovat’, ze obe fazy poskytli PCR

produkty o pozadovanej vel'kosti a uspokojivej koncentracii.
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7.2.3 DGGE a Sekven¢na analyza

Uspesny priebeh amplifikacie pomocou PCR dal predpoklad pre nasledné stanovenie
mikrobidlnej diverzity vzorieck medu pomocou metdody DGGE. Ako uz bolo uvedené
(Kap. 4.1.2.), vysledkom techniky DGGE je odtlatok mikrobialnej komunity prostredia,
z ktorej bola izolovana DNA. Principom je zastavenie pohybujuceho sa fragmentu DNA
V polyakrylamidovom géle v dosledku jeho denaturacie vplyvom denaturac¢nych cinidiel
vytvarajucich linearny gradient [40]. Kedze metéda DGGE poskytuje len informaciu
o diverzite mikroorganizmov vo vzorkach, k identifikacii jednotlivych druhov

mikroorganizmov bolo nutné spracovat’ bandy (Kap. 6.4.5.) a jednotlivé signaly sekvenovat’.

Obrazky 16 az 19 znazorfiuji mikrobialnu diverzitu u 70 vzoriek medu. Ako mozno vidiet’,
pocet izolovanych bandov bol vzh'adom na rozsah analyzovaného siboru vel'mi rozsiahly.

Opakujtce sa bandy roznych vzoriek na roznych géloch boli tak izolované len jeden krat.

= i .

i et S b
13 14 15 16 17 18

Obrazok 16: DGGE g¢él 1 s vyznacenymi bandami
M: marker, 1 — 18: vzorky medu ¢. 1 — 18, Zltou farbou vyznacené vyrezané bandy

Na Obrazku 16 u vzorky ¢. 1 mozno vidiet’ vel'ky pocCet vel'mi Specifickych bandov, ktoré
u inych vzoriek nie st detekované. Ked'ze jednotlivé fragmenty presne odpovedaju bandom
markeru, pri¢inou je pravdepodobne nepresnost’ pri nanaSani markeru do prvej jamky, ¢im

doslo k jeho difundovaniu do dréhy vzorky €. 1.
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Obrazok 17: DGGE g¢él 2 s vyznacenymi bandami

M: marker, 19 — 35 a 67 — 70: vzorky medu ¢. 19 — 35 a 67 — 70, Zltou farbou vyznacené

vyrezané bandy

Obrazok 18: DGGE g¢él 3 s vyznacenymi bandami

M: marker, 36 — 46: vzorky medu ¢. 36 — 46, Zltou farbou vyznacené vyrezané bandy
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v—.—'—w_.p—-p—vp—.—q-—

1

M 47 48 49 50 51

Obrazok 19: DGGE g¢él 4 s vyznacenymi bandami
M: marker, 47 — 65: vzorky medu ¢. 47 — 65, Zltou farbou vyznacené vyrezané bandy

Zo Styroch polyakrylamidovych DGGE gélov bolo celkovo vyrezanych a izolovanych 51
bandov, ktoré boli reamplifikované v stilade s postupom blizsie popisanym v Kapitole 6.4.5.
a zaslané na sekvenaciu do firmy SEQme s.r.o. Niektoré zo ziskanych sekvencii boli
opravené na zaklade postdenia chromatogramu v programe DNA Baser Assembler,
umoznujuci opravovat’ chybne precitané bazy, vkladat’ chybajice bazy a mazat necitatelné
Casti zaznamu. Upravené sekvencie boli potom vlozené do databazy BLAST, kde na zaklade
podobnosti alebo zhodnosti so znamymi sekvenciami bol identifikovany mikroorganizmus
anasledne bolo urcené identifika¢né skore. Celkovo bolo identifikovanych 40 bandov,
z toho u 10-tich bolo potrebné opravovat’ sekvenciu nukleotidov. V pripade 11-tich bandov

sa nepodarilo realizovat’ opravu alebo neboli ndjdené pribuzné mikroorganizmy.

GCGTCAGTAACAGACCAG AAAQCCGCCTTCACCACTGGTGTTCTTCCATATATCT ACGCAT”
150 160 170 180 190 200

Obrazok 20: Spravna sekvencia neopravovand — band €. 2
— Lactobacillus kunkee
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TCGCCRKYGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGYWI TYCACCGCTMCACCAGGAATTCCAT”
170 180 190 200 210 220

Obrazok 21: Nespravna sekvencia opravovana — band €. 48
— Cultibacterium acnes

Vysledky identifikacie mikroorganizmov na zéklade sekvencnej analyzy su prehladne
zobrazené v Tabulke 13. Nazvy mikroorganizmov presne koreSponduju s vysledkami
sekvendacie. Vacsina signalov bola identifikovana na tirovni druhu, niekol’ko signalov na géle

bolo identifikovanych len na urovni rodu.

Viaceré bandy izolované z DGGE gélu poskytuju tiezZ zmieSané kultary. Zv1ast’ zjavné je to
napriklad usigndlu S1, kde bolo identifikovanych hned’ niekol’ko zastupcov rodu
Lactobacillus. Rovnako signal S9 obsahoval zmiesanie rodu Enterococcus — Enterococcus
italicus, Enterobacter cloacae, Enterococcus hirae a Enterococcus faecalis. Vzhl'adom na
to, Ze tieto druhy su si navzdjom vel'mi podobné a Vv sekvencii sa vzajomne vyrazne neliSia,

nebolo mozné zastupcu jednoznacéne urcit’.

Celkovo bolo izolovanych a identifikovanych 33 druhov vegetativnych foriem baktérii,
ktoré najCastejSie pochadzali z traviaceho ustrojenstva vcely, nektaru alebo wUlového
prostredia. Med je pritom uvadzany ako potravina, v Ktorej sa vyskytuje minimum
mikroorganizmov. Dalo by sa vSak uvazovat, Ze kultivacné analyzy mikrobialnej diverzity
medu by nepriniesli tak rozsiahle mikrobidlne zastupenie. Vzhladom na citlivost’
metddy DGGE oproti kultivaénym metédam sa preto dala ocakavat obsiahlejSia

mikrofléra [10, 23, 29].
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Tabul’ka 13: Identifikacia mikroorganizmov pritomnych vo vzorkach medu

Identifikovany mikroorganizmus

Signal na géle (S) a identifika¢né skore (%)

Lactococcus lacti subsp. lactis

S3 (91,41 %); S4 (100,00 %); S5 (100,00 %);
S6 (98,48 %); S7 (98,29 %); S17 (85,24 %);
S18 (84,09 %); S19 (100,00 %): S21 (83,87 %);
S24 (86,39 %); S32 (90,74 %); S33 (97,73 %);
S34 (96,78 %): S36 (91,27 %); S37 (94,78 %)

Lactococcus lacti subsp. tructae

S3 (91,84 %): S (90,23 %)

Lactococcus lacis subsp. cremoris

$32 (90,47 %); S33 (97,54 %); S35 (90,23%)

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

S17 (85,24 %)

Lactobacillus kunkeei

S2 (95,80 %); S27 (92,08 %); S29 (90,81 %)

Lactobacillus paracasei S1 (100,00 %)
Lactobacillus casei S1 (100,00 %)
Lactobaccillus parabrevis S1 (100,00 %)
Brevibacillus borstelensis S1 (100,00 %)

Brevibacilus parabrevis

S22 (73,12 %)

Acetobacteraceae bacterium

S8 (89,04 %); S10 (93,22 %); S12 (90,89 %);
S38 (82,94 %): S42 (95,23 %): S44 (93,91 %);
S46 (100,00 %)

Commensalibacter sp.

S8 (88,85 %); S38 (82,94 %): S39 (95,57 %)

Cultibacterium acnes

S14 (100,00 %); S48 (100,00 %); S49 (93,74 %)

Parasaccharibacter apium

S10 (93,22 %); S42 (95,23 %); S44 (93,91 %)

Propionibacterium acnes

S14 (100,00 %); S15 (100,00 %); S48 (100,00 %);
S49 (93,74 %); S50 (88,11 %)

Paludisphaera boealis S11 (100,00 %)
Lysinibacillus fusiformis S21 (83,90 %)

Niveispirillum sp. S28 (100,00 %)
Weisseilla viridescens S28 (100,00 %)

Saccharibacter floricola

S42 (95,23 %): S44 (93,91 %)

Bombella intestini

S10 (93,22 %); S12 (90,89 %)

Bombella apis

S10 (93,22 %); S42 (95,23 %); S44 (93,91 %)

Paraclostridium bifermentans S25 (85,00 %)
Paraclostridium benzoelyticum S25 (85,00 %)
Enterococcus italicus S9 (86,83 %)
Enterobacter cloacae S9 (86,80 %)
Enterococcus hirae S9 (86,44 %)
Enterococcus faecalis S9 (86,59 %)
Streptococcus mutans S19 (100,00 %)
Staphylococcus epidermidis S23 (88,64 %)
Staphylococcus caprae S23 (88,43 %)
Staphylococcus aureus S51 (84,28 %)
Staphylococcus haemolyticus S51 (84,28 %)
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Na zéklade vysledkov je zjavné, Ze prevazna vacSina izolovanych a identifikovanych
mikroorganizmov zo vzoriek medu bola tvorend mikroorganizmami rodu Lactococcus,
konkrétne Lactococcus lacti subsp. lactis, Lactococcus lacti subsp. tructae a Lactococcus
lacis subsp. cremoris. V priebehu analyzy boli tieZ izolovani a nasledne sekvenaciou
potvrdeni zastupcovia rodu Lactobacillus, konkrétne Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,
Lactobacillus kunkeei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei a Lactobaccillus
parabrevis. V oboch pripadoch sa jedna o nepatogénne baktéric mlie¢neho kvasenia,
tvoriace prirodzenu sucast’ nektaru. Medzi baktérie mlie¢neho kvasenia patria aj vo vzorkach
potvrdené identifikované druhy rodu Enterococcus, druhy Enterococcus italicus,

Enterococcus hirae a Enterococcus faecalis [23].

Jednym zo zdrojov primarnej kontaminacie medu je aj poda a vzduch v okoli ul'u. Prave
pdda je prostredim, kde sa prirodzene vyskytuju bakterialne druhy Brevibacillus borstelensis
a Brevibacilus parabrevis. Ked’ze ide o sporulujice baktérie, mozno ocakavat’ ich vyskyt

nielen vo vegetativnej forme, ale aj vo forme spor.

Medzi sporulujiice baktérie patria tieZ vo vzorkdch potvrdeni zastupcovia rodu

Paraclostridium — Paraclostridium bifermentalis a Paraclostridium benzoelyticum.
Zastupcovia sporulujiiceho druhu Clostridium botulinum neboli vo vzorkach potvrdeni.

Dalsia velka skupina bola tvorena baktériami, ktoré tvoria prirodzenu stéast’ traviaceho
ustrojenstva véely. Jeden zo zéastupcov tejto skupiny je aj Streptococcus mutans, ktory
Vv ustnej dutine I'udi prispieva k rozvoji zubného kazu, nakol’ko metabolizuje cukry za tvorby
organickych kyselin. Taktiez boli izolované baktérie Bombella apis a Bombella intestini,
ktoré sa do medu dostavaji pravdepodobne prostrednictvom vyluckov vciel. Baktérie rodu
Acetobacteraceae su symbiotické baktérie vel’kého mnozstva hmyzu, najcastejsie izolované
z ¢reva, ale aj zo slinnych zliaz a reprodukénych tkaniv. Velmi tizko suvisia s rodom
Saccharibacter, nakol'ko ¢astokrat byvaju spolo¢ne izolované z vniitornosti v¢iel. V analyze
bol potvrdeny druh Saccharibacter floricola, ktory tento fakt potvrdzuje, aj ked’ zdrojom
tohto druhu by mohol byt aj pel. Taktiez druhy Parasacharibacter apium a

Propionibacterium acnes tvoria prirodzent ¢revnu mikrofloru vcely [10, 23, 61].

Vo vzorkach boli taktiez potvrdené koliformné baktérie rodu Enterobacter. Bol izolovany
jediny zastupca tohto rodu — Enterobacter cloacae. Koliformné baktérie indikujt
environmentalnu a fekalnu kontaminaciu medu, aj ked’ v praxi mozno ich vyskyt pripisat’

skor kontaminacii z hmyzu, popripade nedostatocnej hygiene pri spracovani medu [34].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 69

Izolacia zastupcov rodu Staphylococcus — Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
caprae a Staphylococcus aureus poukazuje na sekundarnu kontaminaciu medu, ked'ze
spravidla neprezivaji medobranie ado medu sa tak dostali napriklad nevhodnou

manipulaciou s medom [34].

Pre porovnanie ziskanych vysledkov bola identifikécia urobena aj metdédou NGS. Ako uz
bolo uvedené (Kap. 4.1.3), tato metoda umoznuje rychlu analyzu velkého rozsahu DNA,
¢im je umoznené sekvenovanie tisicov az milionov sekvencii naraz. Tato metoda
sekvenovania novej generacie je v porovnani s klasickymi metédami citlivejSia a rychlejsia,
nevyhodou je vSak vysSia cena. Vyhoda spociva aj v stanoveni kvantity mikroorganizmov,
vyjadrend poctom vegetativnych buniek. Z dovodu vysSej ceny analyzy bola zaslanad na
sekvenénll analyzu pre porovnanie len jedna vybrana vzorka medu, konkrétne vzorka ¢. 3
(Nimnica-Sala§ — obsah vody 15,5 — koncentracia DNA 7,45). Vysledky identifikacie su

prehl'adne zobrazené v Tabulke 14.

Tabul’ka 14: Identifikacia mikroorganizmov vo vzorke ¢. 3 pomocou NGS

Druh identifikovaného mikroorganizmu Pocet buniek
Lactococcus 1
Lactococcus 27
Lactobacillus kunkeei 3406
Lactobacillus kullabergensis 3
Enterococcus faecium 1
Bombella 91
Lonsdalea quercina 72
Graminella nigrifrons 44
Tatumella saanichensis 39
Serratia symbiotica 38
Undibacterium 4
Acinetobacter 14
Acidovorax 1
Gluconobacter cerinus 12
Asaia platycodi 9
Snodgrassella alvi 7
Staphylococcus 2
Bombella intestini 6
Acinetobacter apis 5
Roseburia 5
Sphingomonas 1
Serratia 3
Prevotella 1
Fructobacillus fructosus 2
Commensalibacter apis 2
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Metoda potvrdila majoritné zastupenie baktérii rodu Lactobacillus, najmid druh
Lactobacillus kunkeei. Z najviac zastipenych mozno tiez uviest druhy Bombella, Lonsdalea
quercina, Graminella nigrifrons, Tatumella saanichensis, Serratia symbiotica a

Lactococcus.

Vysledky identifikacie mikroorganizmov pomocou metédy NGS boli nasledne graficky

znazornené (Obr. 22).

= Lactobacillus

\ = Lactococcus

“ = Bombella

\ Lonsdalea

\ \ = Graminella

= Tatumella
m Serratia

m Acinetobacter

m Gluconobacter

m Iné - identifikované mikroorganizmy s poc¢tom buniek
mensim ako 10

Obrazok 22: Grafické zastipenie mikroorganizmov vo vzorke €. 3 identifikovanych
pomocou NGS

Z vysledkov mozno usudit, ze obe metdody potvrdili podobné vysledky mikrobidlnej
diverzity vo vzorkach medu, aj ked’ zastupcovia rodu Serratia, Gluconobacter, Roseburia a

Sphingomonas metodou DGGE neboli zachyteni.

Pri porovnani medov pochadzajucich od malych a strednych véelarov a medov komerénich

neboli pozorované vidite'né rozdiely v zastupeni mikroorganizmov.
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ZAVER

Tato diplomova praca poskytuje prehladnu literarnu reSerS zamerani predovsetkym na
antimikrobialnu aktivitu medu, prehl'ad mikroorganizmov v mede a moznosti ich
stanovenia, so zameranim na molekuldrne-genetické metddy, predovsetkym metddu
denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy. Zameranim prace bolo sledovanie diverzity
mikrofléry v mede v 65 vzorkach medu zozbieranych od malych a strednych véelarov
predovsetkym z tizemia Slovenskej republiky a v 5 vzorkéch komerénych medov. K analyze
bola vyuzitda fingerprintovda metdda denaturacnej gradientovej gélovej elektroforézy,
poskytujica obraz mikrobialnej komunity v mede. Zaverom mozno zhodnotit’ nasledujice

vysledky:

e Vsetky vzorky medu vyhoveli legislativnej poziadavke na hmotnostny obsah vody (do
20 %), sprimernou hodnotou 16,4 %. Hodnoty hmotnostného obsahu vody sa
pohybovali v rozmedzi 14,0 — 19,8 %, pri¢om u dvoch vzoriek s najvy$sou hodnotou
bolo zistené zhorSenie senzorickych vlastnosti, pravdepodobne v dosledku rozvijajice;j

sa ¢innosti kvasiniek.

e Metdédou DGGE bolo zachytenych 33 mikroorganizmov, véac¢Sina identifikovana na
urovni druhu, ostatné na trovni rodu. NajpocetnejSie zastupenie vo vzorkach mali rody

Lactococcus, Lactobacillus, Acetobacteraceae a Propioniacterium.

e Sekvenovanim pomocou NGS metddy bola uvzorky ¢. 3 dosiahnuta identifikacia
25-tich roznych mikroorganizmov. Metdda odhalila aj mikroorganizmy, ktoré metédou
DGGE a naslednou klasickou sekvendciou neboli zachytené, ¢o poukazuje na citlivost’
tejto metddy. Vyhodu predstavuje aj kvantitativne stanovenie mikroorganizmov.
Sekvenacia NGS potvrdila majoritné zastipenie baktérii rodu Lactobacillus,

s absolutnou vac¢sinou druh Lactobacillus kunkeei.

e Na zaklade vysledkov oboch metéd mozno zhodnotit’, ze mikrobidlna komunitu vo
vzorkach bola porovnatelnd, tvorend nepatogénnymi mikroorganizmami, vacSinou
pochédzajucich z primarnych zdrojov kontaminacie medu, tzn. z nektaru, traviaceho

traktu vcely alebo z ul'ového prostredia.

e Zastupca druhu Clostridium botulinum, vyvolavajici jediné ochorenie spojujiice sa

s medou, dojc¢ensky botulinizmus, nebol vo vzorkach preukazany.
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ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A ZKRATIEK

APS

aw
BLAST
bp

DGGE

DNA
dNTP
ddNTP

dsDNA

EtBr

HMF
mg/ml
min
ml
mm
mM
NGS
PCR
RNA

rRNA

ssDNA

amonium persulfat

aktivita vody

basic local alignment search tool
base pairs (parov baz)

denaturing gradient del electrophoresis (denatura¢na gradientova gélova

elektroforéza)

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
deoxyribonukleotid

dideoxyribonukleotid

double strand deoxyribonucleic acid (dvojvlaknovd deoxyribonukleova

kyselina)

etidiumbromid

gram

hydroxymetylfurfural

miligram na mililiter

minuta

mililiter

milimeter

milimol

Next-Generation Sequencing (sekvenovanie novej generacie)
polymerase chain reaction (polymerazova ret'azova reakcia)
ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

ribosomal ribonucleic acid (ribozomalna ribonukleova kyselina)
sekunda

single strand deoxyribonucleic acid (jednovlaknova deoxyribonukleova

kyselina)
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USA
uv

\Y

TAE
TEMED
°C

ul

United Sates of America (Spojené staty americké)
ultraviolet (ultrafialové)

volt

tris-acetat-EDTA

NNN'N'-tetraetyletylendiamin

stupeni Celzia

mikroliter
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